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WEITERE STUDIEN UBER DIE BENZALDEHYD- 
REAKTION DER DESOXYCHOLSAURE. 
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Hochschule, Tokio. Vorstand: Prof. Dr. K. Kaziro.) 


(Eingegangen am 6, Mai 1938) 


Vor kurzem haben Kaziro und Shimada (1938) iiber eine 
neue Farbreaktion der Desoxycholsaure berichtet. Die Reaktions- 
ausftihrung wird hier kurz wiedergegeben: Die getrocknete De- 
soxycholsdure wird mit einigen Troépfchen Benzaldehyd und einigen 
eem Schwefelsdure (75%) 5 Minuten bei 50°C gehalten, und die 
nun dunkelrot gefirbte Reaktionslosung (die erste Reaktion) wird 
dann noch warm mit Eisessig versetzt und gut gemischt. Sofort 
oder nach kurzem Stehen tritt dann ein Farbumschlag ein und es 
entsteht eine schéne griine Farbe (die zweite Reakt.). Die griine 
Loésung besitzt 4 Absorptionsstreifen in 6350, 6070, 4920 und 
4640 A. (Siehe, Fig. 1). 

Die Reaktion ist dusserst spezifisch auf Desoxycholsaure. 
Durch die neue Farbreaktion liess sich Desoxycholsdure in der 
Galle verschiedener Tiere auf direktem Wege und in einfacher 
Weise nachweisen, was bis jetzt noch in keiner Weise méglich war. 

Um die neue Reaktion naher zu erforschen, habe ich einige 
weitere Untersuchungen vorgenommen, tiber die hier berichtet wird. 
Diese Studien werden fiir die Ausgestaltung einer genaueren 
Bestimmungsmethode der Desoxycholsiure fiir die Praxis von 


grossem Nutzen sein. 
A. Uber die Benzaldehyd-Reaktion der gekoppelten 
Desoxycholsdure. 


Kaziro und Shimada haben a.a.O. kurz darauf aufmerksam 
gemacht, dass Kaninchengalle, deren Gallensiure hauptsachlich aus 
Desoxycholsaure (und zwar als Glykodesoxycholsaéure) besteht, eine 
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Figur 1. 
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von der reinen Desoxycholsaure etwas abweichende Farbreaktion 
gibt. Es entsteht namlich bei Kaninchengalle eine mehr oder 
weniger blaue Farbe, bei reiner Desoxycholsiiure dagegen eine 
ertine Farbe. Die Verfasser haben damals die Vermutung ge- 
dussert, dass dieser Umstand auf gekoppelte Desoxycholsaure 
zurickzuftihren sein konnte, da die hydrolysierte Kaninchengalle 
nicht mehr eine blaue, sondern eine griine Farbreaktion gibt. In 
der vorliegenden Arbeit habe ich mich mit den Reaktionen der 
gepaarten Desoxycholsduren, Tauro- und Glyko-desoxycholsaure 
beschaftigt, um damit der friiher gediusserten Vermutung eine 
sichere experimentelle Stiitze zu geben. 

Es wurde zuniiehst die Galle von einigen Tierarten auf die 
genannte Reaktion gepriift. 

Wie aus Tabelle I ersichtlich ist, tritt diese blaue Reaktion nur 
bei Kaninchengalle auf, wahrend die hydrolysierte Kaninchengalle 
eine griine, und die Hunde- und die Rindergalle eine griinlichblaue 
Farbe geben. Die Hinweise des Schrifttums, nach denen Desoxy- 
cholsdéure in der Hundegalle aufgefunden wurde, stiitzen sich nur 
auf die alte Angabe von O. Hammersten (1904), die noch eine 
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TABELLE I. 
Galle Nr. , Reaktionsfarbe 
rit blau 
2 ” 
Kaninchengalle 3 ” 
4 93 
5 ” 
AL griin 
Hundegalle 2 ” 
3 schwach gelbgriin 
ib griinlichblau 
Rindergalle 2 ” 
3 ” 
lt grin 
Hydrolysierte S 3B 
Kaninchengalle 
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nahere Untersuchung erfordert. Das Vorkommen dieser Saéure in 
Hundegalle wurde hier wiederum durch die Benzaldehyd-Reaktion 
nachgewiesen. Wie aus Tabelle I (Hundegalle Nr. 3) ersichtlich 
ist, kann die Saure unter Umstanden in so geringer Menge auf- 
treten, dass sie sich auch durch diese empfindlichste Nachweis- 
reaktion noch kaum nachweisen lisst. 

Hier sei besonders daran erinnert, dass Desoxycholsaure in der 
Kaninchengalle in der Hauptsache in Form der Glykodesoxychol- 
siure existiert (wie von Sekitoo, 1931, nachgewiesen wurde), 
wahrend die Gallensiuren in der Hundegalle nach Foster und 
Hooper (1919) ausschliesslich in Form der Tauroverbindung ent- 
halten sind. Die Behauptung von Josephson und Jungner 
(1936), dass in der Hundegalle die Gallensiuren auch in Form 
der Glykoverbindung vorkommen, wurde durch die Untersuchung 
von Virtue und Doster-Virtue (1937) abgelehnt. In Rinder- 
galle befindet sich die Gallensiiure bekanntlich in zwei Formen, als 
Tauro-und Glyko-Verbindung. 

So konnte man wohl 2 Moéglichkeiten zur Erklarung des 
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Zustandekommens von blauer bzw. griiner Farbreaktionen er- 
warten: Die blaue Reaktion kénnte entweder 1) tiberhaupt von 
den beiden gepaarten Desoxycholsiuren, Tauro- und Glykodesoxy- 
cholsiure stammen, weil die Saure in der Galle unter verschiedenen 
Bedingungen auch in freier Form auftreten kann, und so wiirde 
die Reaktion dadurch, je nach der Menge der freien Saure, mehr 
oder weniger griine Farbe zeigen; oder 2) ausschliesslich von 
Glykodesoxycholsiure und nicht von der Taurodesoxycholsaure 
stammen; so wiirde die Reaktionsfarbe bei Kaninchengalle blau, 
bei Hundegalle griin und bei Rindergalle griin bis blau sein, je 
nach dem Gehalte an Glykodesoxycholsaure. 

Um dariiber Klarheit zu gewinnen, habe ich nun diese 2 Arten 
gekoppelter Gallensiuren auf synthetischem Wege nach den Vor- 
schriften von Cortese u.a. (1936, 1937) dargestellt und die beiden 
auf die Benzaldehyd-Reaktion gepriift. Diese synthetischen Sauren 
zeigten beide die gleiche blaue Reaktion mit Benzaldehyd, und 
wenn sie mit Kalilauge hydrolysiert wurden, die griine Reaktion. 
Damit wurde die zweit-genannte Moglichkeit einwandfrei widerlegt. 
Das Ergebnis lautet also: Wenn eine Galle die blaue Benzaldehyd- 
Reaktion gibt, ist wohl anzunehmen, dass sich die Desoxycholsaure 
darin hauptsachlich in gepaarter Form befindet, wahrend wenn 
sie griine Reaktion zeigt, die Desoxycholséiure in mehr oder weniger 
freier Form existiert. 

Die Farbstarke der blauen Farblosung der gepaarten Desoxy- 
cholsaure wird leicht mit der der griinen Farblésung der freien 
Desoxycholsaure unter Benutzung von griinem Farbfilter verglichen 
werden konnen. Die Farbstirke beider Lésungen zeigt quantitativ 
einen fast gleichen Wert proportional den berechneten Mol-Kon- 
zentrationen entsprechend der Desoxycholsiure. Die blaue Farbe 
der gepaarten Saure ist weniger stabil als die griine Farbe der 
freien Saéure. 

B. Benzaldehyd-Reaktion der Anthropodesoxycholsdiure 

und Hyo-desoxycholsdure. 


Anthropodesoxycholsaure und Hyodesoxycholséure zeigen bei 
der Reaktion, 20 bis 30 Minuten nach der Vermischung mit Hisessie, 


Weitere Studien tiber die Benzaldehyd-Reaktion. 


allmahlich eine violette Farbe. 
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Diese Reaktion tritt viel spater 


als die der Desoxycholsiure auf und bleibt stundenlang stabil. 


Diese violette Lisung zeigt einen Absorptionsstreifen um 5840 A. 
(Fig. 2). 
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Die Farbstirke dieser Reaktion von Anthropodesoxycholsdure 
betragt schaitzungsweise das Zehnfasche der von Hyodesoxychol- 


siure. Mit dieser Reaktion lassen sich die Hyodesoxycholséure in 


Schweinegalle und die Anthropodesoxycholséure in Hiihnergalle 
leicht nachweisen. 


ScHLUSSFOLGERUNG. 
1. Die Benzaldehyd-Reaktion von Kaziro und Shimada 
wurde auf gepaarte Desoxycholsiure gepriift. Es tritt hierbei eine 


blaue Farbe auf, wihrend die freie Desoxycholsiure eine griine 
Farbe zeigt. 


2. Aus den Farb-Eigenschaften der Reaktion kann man 


unter Umstanden das Vorhandensein von freier Desoxycholsaiure 
in der Galle des Tieres erkennen. 


3. Anthropodesoxycholsaure und Hyodesoxycholsiure zeigen 
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eine violette Benzaldehyd-Reaktion. Die Reaktion tritt jedoch viel 
spater ein als die der Desoxycholsaure. 


LITERATUR. 


Cortese, F. und L. Bauman (1936): Jl. of Biol. Chem., 113, 779. 

Cortese, F. und J. T. Bashour (1937): Jl. of Biol. Chem., 119, 177. 

Foster, M. G. und C. W. Hooper (1919): Jl. of Biol. Chem., 38, 355. 

Hammersten, O. (1904): Z. fiir Physiol. Chem., 48, 127. 

Josephson, B. und G. Jungner (1936): Biochem. Jl., 30, 1953. 

Kaziro, K. und T. Shimada (1938): Z. fiir Physiol. Chem., noch nicht 
erschienen. 

Sekitoo, T. (1931): Z. fiir Physiol. Chem., 199, 225. 

Virtue, R. W. und M. E. Doster-Virtue (1937): Jl. of Biol. Chem., 
119, 697. 


The Journal of Biochemistry, Vol. 28, No. 2. 


EFFECT OF REDUCTION AND OXIDATION ON THE 
REVERSIBLE ACTION OF LIVER-ESTERASE. 


Report I. 
By 
SINKICHI KAYASHIMA. 


(From the Institute of Medical Chemistry, Kyushu Imperial University, 
Fukuoka. Director: Prof. K. Kodama.) 


(Received for publication, May 7, 1938) 


The present paper describes the experiments carried out with 
the view to elucidate the effect of reduction and oxidation upon 
the hydrolytic as well as the synthetic action of butyric ester by 
liver-esterase. 

The results obtained with the enzyme are exactly the same 
as in the ease of ricinus and pancreatic lipase reported by R. Itoh 
and his co-worker (1936, 1937) in this laboratory. Namely, the 
hydrolytic action of methylbutyrate is augmented by reduction and 
retarded by oxidation, while the synthesis of ester from isobutyric 
acid and glycerol is augmented by oxidation and retarded by 
reduction. 

In this line, the work of H. Kraut and his co-worker is worthy 
of mention. They consider that liver-esterase, as well as pancreas 
lipase, consists of two components, namely, the carrier of the 
enzyme pheron and the active group agon. Each component alone 
has no action and becomes active when both are brought together. 
Furthermore, the specificity of the enzymes is ascribed to the 
pheron while agon is common to both enzymes, and is considered 
to become an inactive anagon spontaneously. But we have found 
that the liver pheron retained a considerable activity of ester 
synthesis from isobutyric acid and glycerol and that the hydrolytic 
action was partially recovered by reduction as observed by R. Itoh 
in pro-lipase. We also confirmed that agon was nothing but a 
naturally occuring reducing agent such as glutathione. 
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EXPERIMENTALS. 
I. Preparation of liver-esterase, and its agon and pheron. 


The liver-esterase and its agon and pheron were prepared by 
the method described by W. v. Pantschenko-Jurewicz and 
H. Kraut (1935, 1936). 

To 500g. minced hog liver were added 1 liter acetone. After 
being shaken for two hours, the acetone soluble portion was filtered 
off. 

This procedure was repeated once more. Then the residue was 
treated for degreasing and drying purposes with 500 ee. acetone 
and 500 ce. ether, followed two times. by 1 liter of ether. Thus 
120g. dry liver-esterase powder were obtained. To this brown 
powder were added forty times its quantity of N/40 NH,OH 
solution. Shaken two hours and centrifuged. To 1 liter of this 
supernatant clear enzyme extract which had been neutralized with 
N/20 CH3COOH solution were added 60 ee. 10% ammonium phos- 
phate solution and then 120ce. of 20% lead acetate in N/10 
CH;COOH solution drop by drop stirring throughly by a glass rod. 
To the solution obtained above was added a small amount of 
fuller’s earth, stirred well and stored overnight in a refrigerator. 
The enzyme which was adsorbed by lead phosphate and fuller’s 
earth was eluted in the 400 ec. N/4 NH,OH solution. 

In my experiment this enzyme solution was used after 
neutralisation with acetic acid. 

The preparations of agon-free pheron and agon were carried 
out as follows. 200 ce. of the eluate obtained above were dialysed 
in a collodion sack against 2 liters N/100 HCl solution in a re- 
frigerator, the hydrochloric acid solution being changed day by 
day until the collodion sack contents were cleared up; then against 
distilled water for a few more days. By this procedure agon 
passed out into dialysate so that the solution remaining in the 
sack contains only pheron. The agon was prepared by evaporat- 
ing the N/100 HCl dialysate to 100 ce. volume below 50°C. In 
the experiment the agon obtained above was used after neutralisa- 
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II. Hydrolytic and synthetic measurements. 


The hydrolytic reaction was carried out in a conic flask of 
50 ee. volume which was subsequently used as a titration vessel. 
2.0 ec. methylbutylate, 2.0 ec. enzyme preparation or agon-free 
pheron, 1.0 ce. phosphate buffer solution of pH 7.0 were pipetted 
into this flask, and the flask was stoppered, shaken one minute 
vigorously and placed in a thermostat kept at 37°C for four hours. 
At the end of this reaction time 10ce. ethylaleohol and 10 ce. 
ether were added into this flask and the liberated free acids were 
titrated with N/10 KOH alcoholic solution using phenolphthalein 
as an indicator. 

The synthetic reaction was studied in the solution containing 
0.2 ec. isobutyrie acid, 2.0 cc. glycerol, 2.0 ce. enzyme preparation 
or agon-free pheron. They were shaken well at the beginning of 
the experiment, the reaction temperature was 37°C and the reaction 
time was 24 hours; at the end of this reaction time the isobutyric 
acids which remained unsynthesized were titrated as described 
above. 


RESULTS. 


I. Effect of oxidation on the hydrolytic as well as 
synthetic action of liver-esterase. 


The enzyme solution was aerated by purified oxygen after the 
addition of a few drops of copper sulphate solution as the oxidising 
catalysator. At different intervals of aeration one portion of the 
solution was pipetted out and titrated with N/100 iodine solution 
using starch solution as an indicator and at the same time with 
another portion the activity of enzyme was tested. The amount 
of iodine solution well betrays the amount of reducing radicals such 
as —SH group. The results are summarised in Table I. As shown 
in this table the hydrolytic activity of liver-esterase is inhibited 
proportionally with the oxidation degree, while the synthetic action 
is augmented. 
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TABLE I. 


Effect. of oxidation on the hydrolytic as well as synthetic 
action of liver-esterase. 


Tt is . . 
oxtgentiontine | ,2A0T | Depot | Denese 
: . in ce. | in % in % 
0 2.01 | 16.3 14.0 
10 | 1.83 | 15.8 16.1 
30 | 1.59 14.7 18.2 
60 | 1.02 10.7 21.0 
120 0.54 | 8.6 = 


Il. Effect of reduction on the hydrolytic as well as synthetic 
action of liver-esterase and its pheron. 


A. Reduction by lens-protein. 


Among various proteins /-crystallin of lens has the strongest 
reducing substances so that this might cause the activation of 
esterase more distinctly than other proteins. 

Fresh ox lens was kneaded thoroughly with a small amount of 
sand in a mortar, and to this was added 10 times its quantity of 
distilled water and the deposits were centrifuged off. The super- 
natant clear portion was added to the enzyme preparation and the 


TABLE II. 


Effect of ox lens on the hydrolytic action of liver-esterase. 


Degree of 
Lens extract in ce. H:O in ce. hydrolysis 
in % 

0 3.0 10.4 
0.1 2.9 13.5 
0.2 2. 14.0 
0.5 2.5 15.4 
0.8 2.2 15.8 
1.0 2.0 16.2 
2.0 1.0 18.5 
3.0 0 20.1 
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effect on the hydrolytic as well as synthetic action of liver-esterase 
and its pheron was investigated. It was observed that the hydroly- 
tic action of liver-esterase is augmented proportionally with the 
quantities of lens extract added as shown in Table II. 


TABLE IIT. 


Effect of lens protein on the hydrolytic as well as synthetic action 
of liver-esterase and its pheron. 


Pheron in ce. : 
rsterase | oe ree nom atone eed 
é Ps jen i; inec. e in % in % 
2.0 0 0 Gaglsiees 19.0 se 
0 2.0 a 4 0 2 15.8 ae 
0 0 A a Cane 2 pawl the ke 
2.0 0 ond 0 2 = 12.9 
0 2.0 | 0 2 — 16.0 
0 0 20 | 0 2 = 13.3 
2.0 0 hee See 8 0 22.2 i 
0 26 «| 0 2.0 (Gus to are: = 
0 0 2.0 2.0 0 5.4 = 
2.0 pan 0 2.0 0 = 10.5 
0 20 | 0 2.0 ed ee 11.7 
0 Of i 20°) Be 0 7 7A 


Table III shows the hydrolytic as well as the synthetic activity 
of liver-esterase pheron and the effect of ox lens extract on its 
action; Ps indicates the pheron dialysed for two days and P4 
indicates the pheron dialysed for four days. As will be seen from 
this table, the liver-esterase pheron increases its synthetic activity 
though its hydrolytic activity decreases by dialysation, and the 
hydrolytic action of liver-esterase pheron reappears by the addi- 
tion of lens extract. On the other hand, the synthetic action of 
liver-esterase and its pheron is retarded by lens extract. From 
these facts we are led to assume that the liver-esterase pheron is a 
highly oxidised form of liver-esterase which is favourable for 
synthesis and unfavourable for hydrolysis, and that the agon is a 
reducing substance, such as glutathione or ecystein, in the enzyme 
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solution which activates the hydrolytic action of pheron by reduec- 
tion. 


B. Reduction by dehydrogenases. 


a) Effect of suecino-dehydrogenase. 


As the powerful reducing agents in vivo we have a number 
of dehydrogenase systems, so we tried in this experiment to 
determine whether the systems can reduce the esterase and augment 
the hydrolytic action. 

First of all, suecino-dehydrogenase, as the most ubiquitous 
enzyme in various living tissues, was tested. The dehydrogenase 
was prepared from hog heart muscle by the method described by 
T. Thunberg (1933). 


TABLE LV. 


Effect of succino-dehydrogenase on the hydrolytic action of 
liver-esterase and its pheron. 


Pheron in Suceino- | 
Esterase in ce. dehydro- M/10 succinate | H:0 | eee 
DAGGs ie genase in ce. ape BLURS Cry atl ncaa so 
Ps jeu in ee. | in 7 
| 

2.0 0 2.0 igs 2 21.5 
2,0 0 2.0 0.5 | 05 23.8 
2.0 0 2.0 1.0 Ont nae 
0 2.0 0 2.0 nes | Sa 
0 2 0 2.0 0.5 eg: 22.3 
0 2. 0 2.0 1.0 0 23.1 
On S| 2.0 2.0 Lo 3 
OF ities 0 2.0 2.0 0.5 pO 3 
aa 2.0 2.0 1.0 sor 9.0 


b) Effect of glycerophosphate dehydrogenase on the hydroly- 
tic as well as synthetic action of liver-esterase. 
The glycerophosphate dehydrogenase used in this experiment 


was prepared from ox brain cortex by the method described by 
D. E. Green (1936). 
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TABLE V. 
Effect of glycerophosphate dehydrogenase on the hydrolytic as well 
as synthetic action of liver-esterase. 
¥ Glycerophos- | M/5 Glycerophos- | Degree of Degree of 
2 cigs phate dehydro- phorie Nea hydrolysis | synthesis 
K genase in ee, Natrium in ce. : in % in % 
2.0 3.0 0 2.0 1. 85.2 — 
2.0 3.0 2.0 0 28.5 aa 
0 3.0 0 2.0 | — ae 
2.0 3.0 2.0 0 = 0 


As will be seen from Table IV and Table V the hydrolytic 
action of liver-esterase and its pheron is activated and the synthetic 
action is inhibited by dehydrogenase with its donator. 


Ill. Effect of liwer-esterase and pancreatic lipase agon on the 
hydrolytic as well as the synthetic action of 
liver-esterase and tts pheron. 


a) Effect of liver-esterase agon on the hydrolytic as well as 
synthetic action of liver-esterase and its pheron. 


The reducing capacities of liver-esterase and its agon and 
pheron and the effect of liver-esterase agon on the hydrolytic as. 
well as synthetic activity of liver-esterase and its pheron are shown 
in Table VI. The hydrolytic action of liver-esterase and its pheron 
is activated and the synthetic action is retarded by the reduction of 
the liver-esterase agon. 


b) Effect of pancreatic lipase agon on the hydrolytic as well 


as synthetic action of liver-esterase and its pheron. 
Pancreatic lipase agon was prepared adding 10 times its 
quantity of distilled water to the glycerol extract of pancreas dry 
powder which was prepared according to R. Willstatter (1923). 
As will be seen from Table VII the hydrolytic action of liver- 
esterase and its pheron is activated and the synthetic action is 
retarded by the pancreatic lipase agon. 
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TABLE VI. 


Effect of liver-esterase agon on the hydrolytic as well as synthetic 
: action of liver-esterase and its pheron. 


Siierase.| Pe | Agon | 30 | DOgtse ot | eer te on 
ce a ‘ ‘ in ce. in % in ce. 
2 0 0 0 —_— = 3.70 
0 2 0 0 — = 0.12 
0 0 2 (On. _ — 1.02 
2 0 0 2 |} ase = = 
2 0 2 0 23.1 —= = 
0 ee 2 2.3 as $8 
0 2 2 0 5.9 = a 
2 0 0 2 — 10.5 Ex 
2 0 2 0 cal 7.5 — 
0 2 0 2 — 12.5 a 
0 2 2 0 r= 9.4 == 
TABLE VII. 


Effect of pancreatic lipase agon on the hydrolytic as well as synthetic 
action of liver-esterase and its pheron. 


Pheron 5 
Bstorse | ines. | Tzase | | Degree of| Degrss0f| ons 
in ee, ; in ee. : 5 ption 
P, P. in ¢¢. in % in % tm OG! 
2.0 0 0 0 2.0 — 12.9 == 
2.0 0 0 2.0 0 a= 6.2 = 
0 2.0 0 0 2.0 — 16.0 a= 
0 2.0 0 2.0 0) — 10.1 = 
0 0 2.0 0 2.0 — 13.3 = 
0 0 2.0 2.0 0 = 10.1 s 
2 0 0 0 2.0 19.0 — = 
2 0 0 2.0 0 21.5 = eae 
0 2 0 0 2.0 15.8 _ = 
0 2 0 2.0 0 ieee = = 
0 0 2 0 2.0 1.2 = = 
0 0 2 2.0 0 6.3 = are 
0 0 2.0 0 (0) 0 1.04 
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SUMMARY. 


The relationship between reduction and oxidation in the 
hydrolytie as well as synthetic reaction by liver-esterase and its 
pheron has been studied; the results are summarised as follows. 

1. The hydrolytic reaction is augmented by reduction and 
retarded by oxidation, while the synthetic reaction is augmented 
by oxidation and retarded by reduction. 

2. Liver-esterase pheron itself has a considerable action of 
synthesis but no action of hydrolysis and the latter action is revived 
by reduction. 

The author is indebted to Prof. K. Kodama for his kind 
advice and eriticism, and to Assistant Prof. R. Itoh for his 
guidance throughout this work. 
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STUDIES ON NUCLEINDEAMINASES. 


I. Guanine- and Riboguanosine-Deaminase. 


By 


YOSIO WAKABAYAST., 


(From the Department of Biochemistry, Niigata Medical College. 
Director: Prof. N. Ariyama.) 


(Received for publication, May 9, 1938) 


Nucleindeaminases are good examples of the specificity of the 
enzyme action. Adenine, adenosine and adenylic acid are de- 
aminized by three strictly different enzymes; that is, by adenase, 
adenosine-deaminase and adenylig acid-deaminase respectively. 
There is also a definite distinction between guanylic acid-deaminase 
and guanosine- or guanine-deaminase. Reasoning by analogy, one 
may be justified in predicting that guanosine and guanine are 
deaminized by two different enzymes. However, the trend of 
recent conceptions is toward the view that guanosine and guanine 
are attacked by one and the same enzyme. This assumption which 
seems to have been profoundly influenced by Scehmidt’s works 
(1931, 1932), has rested more upon plausibility than proof. 
Schmidt stated plainly that it was impossible to distinguish the 
deaminase of guanine from that of guanosine, inasmuch as there 
was no method available to prevent or to follow quantitatively the 
liberation of guanine from guanosine. Nevertheless, he assumed 
that the deamination of guanosine resembled that of guanine so 
closely in many respects that the reactions might be carried out 
by the same catalyst. . 

The study of guanosine-deaminase is now greatly facilitated 
with the employment of the methods which were devised in this 
institute by Ishikawa (1935), Ishikawa and Komita (1936), 
Komita (1937, 1938) and Wakabayasi (1938) for the study of 
hydrolyses of nucleotides and nucleosides. Since the crude solu- 
tions of guanosine-deaminase contain nucleosidase and guanine- 
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deaminase, the action of guanosine-deaminase is partly obscured 
by guanine-deaminase which produces ammonia from the guanine 
liberated from guanosine by nucleosidase. Under these circum- 
stances it is impossible to follow the action of guanosine-deaminase 
quantitatively by simply determining the amount of ammonia 
liberated. The way to clarify this problem is to measure the 
extent of the hydrolysis of guanosine into guanine and ribose, and 
then to subtract the caleulated quantity of ammonia which is 
available from guanine, from the total quantity of ammonia pro- 
duced; the remainder, if any, indicates the amount of ammonia 
produced from guanosine by the action of guanosine-déeaminase. 
The hydrolysis of guanosine can be easily calculated from the 
amount of ribose produced. The amount of ribose is determined 
by means of a reduction procedure. To determine the reducing 
power, guanosine and guanine are previously removed from the 
solution to be tested by a suitable precipitant, such as mercuric 
nitrate. In this indirect method of demonstrating the presence 
of guanosine-deaminase, an assumption is made that the guanine 
which is liberated from guanosine is completely deaminized. How- 
ever, should there occur an incomplete deamination of guanine, 
it will constitute only a better proof of the presence of guanosine- 
deaminase, aS ammonia is, then, produced in a correspondingly 
larger amount from guanosine. If the quantity of ammonia is lower. 
than that which is expected to be produced from guanine, it is 
difficult to prove the presence of guanosine-deaminase; the enzyme 
may be absent, or the ammonia may be produced partly from 
guanine and partly from guanosine by the incomplete deamination 
of the substrates. 

In this way guanosine-deaminase was found to be present in- 
dependently of guanine-deaminase in tissues of various animals. 
Furthermore, the presence of the enzyme was demonstrated more 
clearly by separating it from nucleosidase; this purified enzyme 
should produce ammonia solely from guanosine, and thus the 
anxiety about the secondary production of ammonia from guanine 
was eliminated. At last, guanosine-deaminase was freed from 
guanine-deaminase. The present writer deems it justifiable to 
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postulate that guanosine and guanine are deaminized by different 
enzymes, guanosine- and guanine-deaminase respectively. 


EXPERIMENTAL. 


The enzyme solutions were prepared by extracting the hashed 
tissues of animals with water for 30 minutes at room temperature; 
the quantities of water varied from 1.5 to 4 times the weights of 
the tissues. Guanosine was prepared from yeast nucleic acid by 
the Levene and Jacobs methods (1906, 1910). The guanosine 
solutions were prepared by dissolving the substance into warm 
buffer solutions, cooled to 37°C, and then diluted with enzyme 
extracts. Guanine was used in the form of a colloidal solution 
which was made by the method of Schmidt (1932). The rate of 
hydrolysis of guanosine was checked by determining the reducing 
power of the mercuric nitrate filtrates of the solutions to be tested 
according to the Hanes method (1929). Ammonia was determined 
by the Parnas method (1924, 1926). 


I. Existence of guanosine-deaminase in animal tissues. 


Guanosine-deaminase was studied mainly by Jones and 
Schittenhelm in the early part of. this century. The enzyme 
was seldom found in animal tissues. These investigators tried to 
prove the existence of the enzyme by the troublesome and unreliable 
method of isolating the deamination product. As recent com- 
munications, one can cite only those of Schmidt (1928) and 
Makino (1934). According to Schmidt, rabbit muscle did not 
produce ammonia from guanosine and other guanine derivatives. 
Makino stated that the glycerol extract of rabbit intestine de- 
composed guanylie acid into guanosine without producing ammonia, 
indicating the absence of guanosine-deaminase. Since nothing con- 
clusive can be deduced from the above-mentioned reports, the pre- 
sent writer examined the existence of guanosine-deaminase in 
tissues of rabbits, pigs and cats with the indirect method referred 
to in the introduction. At the same time the distribution of 
guanine deaminase in animal tissues was compared with that of 
guanosine-deaminase. The results are summarized in Table I, II 
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and III. The most striking facts in the tables are as follows. The 
enzymes were never present separately; they were always found 
together, if present. This latter fact seems, in appearance, to offer 
good ground for the general assumption that guanosine-deaminase 
is identical with guanine-deaminase. However, the difference of 
the enzymes will be clearly shown in the following chapters. The 
distribution of guanosine- and guanine-deaminases varied with the 
kinds of tissues and animals. The enzymes may be found in a 
certain tissue of an animal of a certain species but they may be 
absent in the same tissue of an animal of another species. The 
brain tissue of every animal was particularly rich in the enzymes. 
The intestinal mucosa produced a good quantity of ammonia from 
guanosine, but the presence of the corresponding deaminase was 
obscured by the high activity of nucleosidase. However, consider- 
ing the presence of guanine-deaminase, it is probable that the 
intestinal mucosa contains guanosine-deaminase. Incidentally, the 
enzymes were found in the intestinal secretion of dog. It will be 
also noticed in the tables that several reports which conflict with 
the results of the present experiments are found in the literature. 


II, Separation of guanosine-deaminase from 
nucleosidase. 


The study of guanosine-deaminase is much hampered by the 
simultaneous presence of nucleosidase and guanase in animal 
tissues. However, if nucleosidase is removed from a tissue extract, 
the presence of guanine-deaminase will no longer introduce any 
perplexity into the study of the guanosine-deaminase action, and 
thus the enzyme solution may be considered as containing guano- 
sine-deaminase only in so far as its activity is concerned. 

Nucleosidase was found to be easily separated from guanosine- 
and guanine-deaminases by treating the tissue extracts with 
colloidal iron hydroxide. When the adsorption was carried out 
at pH 6.5-7.0, nucleosidase was completely adsorbed by iron 
hydroxide, while a part of deaminases remained in the supernatant 
fluid. However, the separation of deaminases one from another 
was not achieved by this treatment. The result of one of the 
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experiments is shown in Table IV. The detailed conditions of the 
adsorption were as follows. The extract of rabbit liver which was 
prepared by treating the hashed tissue with 4 times its weight of 
water for 30 minutes at room temperature, was shaken with a 
small amount of kieselguhr, and filtered. The clear filtrate served 
as the original enzyme solution. Ten ec. of this enzyme solution 
were shaken with 0.5-1.0 ce. (50-100 mg. of FesO3) of “iron oxide 
dialyzed, Merck” for 15 minutes at pH 6.5 or 7, and then centri- 
fuged. The activity of the enzymes in the supernatant fluid was 
examined under the conditions described in the table. 


ITI, Separation of guanosine-deaminase from 
guanine-deaminase. 


The final proof of the difference of guanosine-deaminase from 
guanine-deaminase is given by the complete separation of the 
enzymes from each other. It was found that when a tissue extract 
was purified by repeated adsorption and elution with aluminium 
hydroxide C, and secondary sodium phosphate solution, only 
guanine-deaminase survived the treatment, guanosine-deaminase 
and nucleosidase being completely removed. However, guanine- 
deaminase also suffered so severe a loss during the purification of 
the enzyme solution that the activity of the remaining enzyme 
never exceeded 10% of that of the original solution. Thus far the 
separation of the deaminases has not yet been accomplished in a 
thoroughly satisfactory way but the efforts toward this end have 
furnished evidence in favour of the existence of two different 
deaminases for guanosine and guanine. The result of one of the 
experiments is shown in Table V. The kieselguhr-treated clear 
extract of rabbit liver was shaken with an equal volume of alumi- 
nium hydroxide C, suspension containing 2% Al:03 for 10 minute 
at pH 5, and centrifuged. The precipitated aluminium hydroxide 
was washed once with water, and then shaken for 10 minutes with 
m/20 NazHPO, solution, the volume of which was equal to the 
original enzyme solution. Thus the enzyme solution was purified 
once. This eluate was successively treated with the adsorbent after 
removing phosphate from the solution with magnesia mixture 
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at each treatment. The enzyme solution purified four times was 
completely inactive toward guanosine, showing neither hydrolysis 
nor deamination, while it liberated ammonia from guanine to a 
slight but undisputable extent considering the sensitivity of the 
determination method of ammonia. 


. 


IV. Some observations on the activity of 
guanosine-deaminase. 


The optimum hydrogen-ion concentration for the action of 
guanosine-deaminase which was freed from nucleosidase by treat- 
ing the enzyme solution with iron hydroxide was examined. As 
shown in Table VI, the optimum hydrogen-ion concentration lay 
at pH7. 

The action of guanosine-deaminase was profoundly inhibited 
in the presence of the reaction product, that is, xanthosine (Table 
VII). 


TaBLe VI. 


Optimum Hydrogen-Ion Concentration for the Action of Guanosine-Deaminase. 
5 ec. of enzyme solution free from nucleosidase +10 cc. of guanosine 
solution (15.0 mg, of guanosine) +0.2 ce. of toluene. pH of the 
solution was adjusted to desired values with the use of dilute 
solutions of HCl and NaOH. 
Incubation: 5 hours at 37°C. 
Control experiment: 10 cc. of water instead of the substrate solution, 


Hydrolysis of guanosine Deamination of guanosine 
Reducing power a Production of ammonia & 
pH (ribose, mg.) BA N, mg.) Ae 
ew BRS 
Control | Main Ribose =~ | Control} Main |Ammonia chee 
exper. | exper. |produced| & exper. | exper. | produced A 
5.0 20.70 20.70 0 0 0.25 0.29 0.04. 5.8 
6.0 20.70 20.70 0 0 0.25 0.85 0.10 13.9 
7.0 21.30 21.40 0.10 eis 0.25 0.37 0.12 16.5 
8.0 20.47 20.60 0.13 a 0,23 0.34 0.11 14.6 
9.0 20.47 20.60 0.13 ac 0.24 0.33 0.09 12.4 
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TaBLE VII. 


Inhibitory Action of Xanthosine on Guanosine-Deaminase. 

Experiment I: 10 cc. of enzyme solution free from nucleosidase +10 ce. 
of guanosine solution (20.0 mg. of guanosine) + 0.3 cc. of toluene. 
pH7. 

Experiment H: 10ce. of guanosine + xanthosine solution (20.0mg. of 
guanosine + 15mg. of xanthosine) were used instead of guanosine 
solution. pH 7. : 

Control experiment: 10 cc. of water instead of substrate solutions. 

Incubation: 5 hours at 37°C. 


Hydrolysis of guanosine Deamination of guanosine 


3 Reducing power ea Production of ammonia ns 

o 5 n 

q (ribose, mg. ) ei (N, mg.) ees 
E ze aS 
ot Control | Main Ribose aN Control | Main |Ammonia| 9 

S| exper. | exper. |produced| exper. | exper. | produced B 

I 51.75 51.90 0.15 1.4 0.78 1.12 0.34 34.2 
Teli 51.75 52.00 0.25 2.4 0.78 0.97 0.19 19.0 

SUMMARY. 


1. The distribution of ‘riboguanosine-deaminase in tissues of 
rabbit, cat and pig was studied. The action of the enzymes was 
measured from the amount of ammonia liberated, taking into con- 
sideration the production of ammonia from guanine which was 
formed from guanosine by the action of nucleosidase. The pre- 
sence of guanosine-deaminase varied with the kinds of tissues and 
animals. The enzyme was always found together with guanine- 
deaminase and nucleosidase. 

2. The guanosine-deaminase was freed from nucleosidase by 
treating the tissue extracts with iron hydroxide. The supernatant 
fluid contained guanosine- and guanine-deaminases but no nucleo- 
sidase. With the use of this partly purified enzyme solution, the 
presence of guanosine-deaminase was demonstrated in an unequi- 
vocal way. 

3. By repeated adsorption and elution with aluminium 
hydroxide C, and Na,HPO, solution, guanosine-deaminase and 
nucleosidase were gradually eliminated from the tissue extracts 
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and a small portion of guanine-deaminase survived the treatment. 
This fact furnishes further evidence of the existence of two dif- 
ferent deaminases. 


4. The optimum hydrogen-ion concentration for the action of 


guanosine-deaminase lay at pH 7. Xanthosine exerted an inhibi- 
tory influence on the action of guanosine-deaminase. 


The expense of this work was defrayed by a grant from the 


Imperial Academy. 
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UBER DIE ACYLASEWIRKUNG. 


V. Mitteilung: Uber die Spaltung der Furfuracrylursdure. 


Von 


TOSHIO MORI. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Medizinischen Fakultét 
Nagasaki. Direktor: Prof. Dr. Senji Utzino.) 


(Eingegangen am 12. Mai 1938) 


_ Schon in der vorigen Mitteilung haben 8. Utzino und seine 
Mitarbeiter darauf aufmerksam gemacht, dass Furfuracrylursaure 
dureh Schweineniere auch bei niedriger Temperatur angegriffen 
werden konnte. Man hat sich damals die Frage gestellt, ob man 
die diesbeztigliche Enzymwirkung von der Histozymwirkung im 
engeren Sinne oder von der anderen Acylasewirkung unterscheiden 
oder eine weitere Trennung des Enzyms ausftihren kann. In 
diesem Zusammenhang sei die Beobachtung erwahnt, dass H. 
Mayeda (1926) die Histozymwirkung und die benzoyldiglycin- 
spaltende Wirkung der Schweineniere durch Adsorptionsverfahren 
unterscheiden konnte und dass es H. Akizuki (19387) gelungen 
ist, das Nierenhistozym des Schweins in drei Komponenten, nim- 
lich Glycin-, Tyrosin- und Asparaginhistozym durch Hitze- und 
Adsorptionsverfahren zu trennen. 

In vorliegender Arbeit habe ich weiter die Wirkung der 
Schweineniere auf diese Saure und andere Acylaminosduren unter 
Beriicksichtigung der Digestiontemperatur, Erhitzung und Auf- 
bewahrung des Enzyms beobachtet. Bei niedriger Temperatur 
trat auch die Spaltung des Furoylglycins neben der Furfuracrylur- 
sdure auf (Tabelle I). Der grésste Teil dieser Wirkung ging aber 
dureh Erhitzen auf 70° verloren, wahrend die Wirkung auch nach 
langer Aufbewahrung des Dauerpraparats im Exsikkator gut er- 
halten werden konnte (Tabelle 2 u. 3). Die Histozymwirkung im 
Sinne. Schmiedebergs (1881) widerstand der Erhitzung (70°) 
(Tabelle Il), konnte aber bei niedrigerer Temperatur (Tabelle I) 
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und auch nach Aufbewahrung des Praparats (Tabelle III) nicht 
mehr festgestellt werden, was auch bei den Versuchen mit den 
Derivaten des Phenylpropionylglycins oder mit der Pyridinursaure 
der Fall war. | 

Der Nierenmazerationssaft des Schweines griff Furfuracrylur- 
siure in deutlichem Grad bei 18-30°C an und zwar noch in 
stirkerem Grad nach einer 4-stiindigen Digestion als bei 37°C 
(Tabelle IV). : 

Auf Grund dieser Beobachtungen mochte ich als sehr wahr- 
scheinlich annehmen, dass eine Acylasewirkung der Schweineniere, 
die auf die Spaltung der Furfuracrylurséure und der Pyromykur- 
saure eingestellt und auch bei niedriger Temperatur wirksam ist, 
als ein anderes als das Hippursdure spaltende Histozym zu betrach- 
ten ist, da die beiden Wirkungen dureh Hitze oder dureh Auf- 
bewahrung voneinander unterschieden werden konnten. Das Ver- 
halten der die Derivate des Phenylpropionylglycins hydrolysieren- 
den Enzymwirkung 4hnelt vielmehr demjenigen des Histozyms (im 
engeren Sinne). 

Unsere Beobachtung (1937), dass Glycinderivate mit Furanring 
durch Pancreasenzym der Enzymwirkung leichter zugéanglich 
waren, wahrend diejenigen mit Phenylring ihr widerstanden, bringt 
auf den Gedanken, dass diese enzymatische Spezifitat in gewisser 
Beziehung zu dem Furanring stehen diirfte. 


EXPERIMENTELLER TEIL. 


Versuch 1. Wuarkung des Mazerationssafts der Schweineniere 
auf Acylaminosiure ber niedriger Temperatur 
(8°C) (Tabelle I). 


Mazerationssaft: 1 Teil Gewebsbrei wurde mit 2 Teilen 
Glycerin-Wasser (1:1) gut zerrieben, durch ein feines Sieb koliert 
und unter Toluolzusatz im Hisschrank aufbewahrt. 

Versuchsansatz: 10cem Substratlosung (0,1 Mol) +5 ccm 
Puffer (PH7,2) +1leem Enzym (a), +1lcem Enzymlésung (er- 
hitzt) (b) oder +1c¢cem Wasser (c) bei ca.3°C. Die Zunahme des 
Aminostickstoffs oder der Aciditaét in Digestionslosung ist in der 


Uber die Acylasewirkung.—V. 201 


Tabelle angegeben. Die Bestimmung wurde wie in der vorigen 
Mitteilung (1937) ausgefiihrt. 


TABELLE I. 


NH:.N Zunahme in 1 cem Digestionslésung (mg NH2.N) 


nieces Wasserzusatz 
Substrat Std. arin) Wasserbade 30°| ,,2ustart der 
Min. erhitzt) he By & 
(b) 
Hippursaure 24 0 0 0 
48 —0,016 —0,005 — 0,005 
Furfuracrylursiure 24 0,214 0,010 0 
48 0,286 0 0 
Pyromykursadure 24 0,200 0 0 
Furylalanin 24 0,060 0 0 
Zinnamoylglycin 24. 0 0 0 
Phenyl-a, 8-dibrom- 
propionylglycin 24 0 0 0 
Phenyl-a-oxy-8-brom- 
propionylglycin 24 0 0 0 
Phenylpropionyl- 
glycin 24 0,050 0 0 
Phenylhippursiure 24 0 0 0 
Furoylisoserin 24 0 0 0 
a-Pyridinursaiure 24 0 0 0 


Eine deutliche Spaltung der Furfuracrylursdure und der 
Pyromykurséure durch Schweineniere bei niedriger Temperatur 
wurde bestiatigt, diejenige der Hippursdure, Phenylpropionyl- 
elycinderivate und a-Pyridinursiure aber nicht. 


Versuch 2. Wirkung des Wasserextrakts aus Acetondauer- 
priparat von Schweineniere unter Berticksichtigung 
der Erhitzung der Enzymlosung 
(Tabelle IT). 


Enzymlésung: Der Glycerin-Wassermazerationssaft (Versuch 
1) wurde mit dem 20 fachen Volumen Aceton gefillt, mit Ather 
gewaschen und im Exsikkator getrocknet. (a): lg Aceton- 
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priparat wurde mit 100 cem Wasser bei Raumtemperatur digeriert 
und abfiltriert (nicht erhitzt). (b): Die Hnzymlésung (a) wurde 
im Wasserbad (Temp. 50-52°C) 30 Min. lang erhitzt und abfiltriert. 
(c): Das Filtrat (b) wurde weiter im Wasserbad (Temp. 60°C) 
15 Min. lang erhitzt und abfiltriert. (d): Das letzte Filtrat (c) 
wurde noch einmal im Wasserbad (Temp.70°C) 30 Min. lang erhitzt 
und abfiltriert. 


TABELLE II. 
Hippursaure Furfuracrylursaure 
Aciditits- Aciditats- 
zunahme in NHN zunahme in NHN 
Enzymarten 5 conr Diges- Zunahme in Buea Picea Zunahme in 
: 2g : 
tionslésung | 1°°™ Diges- | tionslésung pinging 
(com 0,1 n- tionslosung (cem 0,1 n- pans 
NaOH) | (Pe NEEN IA NeQH) fe ee 
" (a) 88 x 
: td. 0,8 _ 0,5 = 
nicht ; : ; 
erhitzt oA? 0,8 = 0,6 a 
(b) 8 Std. 0,8 = 053 _ 
50-52°C | 24 » 0,3 — 0,3 _ 
(c) 8 Std. 0,7 — 0,2 _ 
60°C 24 » 0,7 = 0,2 = 
(d) 8 Std. 0,5 = 0,2 _ 
70°C 24 » 0,09 0,314 0,1 — 0,073 


Das Hippursdure angreifende Histozym im engeren Sinne 
widerstand der Hrhitzung (70°C), wahrend die Furfuracrylur- 
séure spaltende Enzymwirkung grossenteils durch die Hitze (70°C) 
beeintrachtigt wurde. 


Versuch 3. Wirkung des Acetondauerpréiparats, das im 
Exsikkator 4 Monate lang aufbewahrt wurde 
(Tabelle IIT). 


Versuchsansatz: 10cem Substratlésung (0,1 Mol) + 15 eem 
Puffer (Pu 7,2) + 5 ecem Enzymlésung, bereitet wie im Versuch 2(a). 
Bei der Aufbewahrung des Acetondauerpraparats im Exsikka- 
tor ging die enzymatische Wirkung auf Benzoylglycin, a-Pyridinur- 
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TABELLE III. 
Aciditaétszunahme in pts Sse sei s 
5 ecm Digestionslésung He ibs ae ions 
Substrat (cem 0,1 n-NaOH) (mg NEN) 


8 Std. 24 Std. | 48 Std. | 24 Std. | 48 Std. 


Hippursdure 0 0,1 0,2 0 0,04 


Furfuracrylursaure 0,7 a heat ial 0,51 ae 
Pyromykursiure 0,5 0,9 0,9 0,29 a 
Zinnamoylglycin 0 0 0 == = 
Phenyl-a, 8-dibrom- 

propionylglycin — — — 0 0 
Phenyl-a-oxy-B-brom- 

propionylglycin fos = = 0 0 
Phenylpropionyl- 

glycin 0 —0,1 0 _— —_ 
Phenylhippursaure 0 ==) Sate — = 
Furoylalanin 0,2 0,2 0,1 0 0 
a-Pyridinursadure 0 0 0 _ -- 


siiure und Derivate des Phenylpropionylglycins verloren, die durch 
den frischen Nierenmazerationssaft des Schweins mehr oder weniger 
angegriffen werden konnte (1937), wahrend die Hydrolyse der 
Pyromykurséure und Furfuracrylurséure im deutlichen Grad beo- 
bachtet wurde. Diese Enzymldsung des lang aufbewahrten Dauer- 
praparats griff Furfuracrylursiure auch bei niedriger Temperatur 
an. 10 ccm Sadurelosung + 5cem Puffer (PH 7,2) + 1eem Enzym- 
lésung (1:100):NH»2.N Zunahme in 1ecem nach 24 Std. bei 3°C: 
a) Hippursiure; Omg. b) Furfuracrylursaure; 0,09 mg. 


Versuch 4. Spaltung der Furfuracrylursiure: ber 
verschiedener Temperatur (Tabelle IV). 


Versuchsansatz: 10 cem 0,05 Mol Saurelésung + 20 cem Puffer 
(PH 7,2) +5 cem Schweinenierenmazerationssaft. 

Bei der kurz dauernden Digestion wurde die stirkste Aciditiats- 
zunahme bei 28-80°C beobachtet. Die Enzymwirkung trat hier 
fast im gleichen oder stiirkeren Grad bei 18-30°C als bei 37°C auf. 
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TABELLE IV. 


Aciditaitszunahme in 5 ecm Digestionslosung 
(eem 0,1 n-NaOH) 


Std. é Versuchstemperatur 
2-3° 10-13° | 18-22° | 28-30° Sif 40-42° | 48-55° 
1 0 9) 0,2 0,3 0,1 0,1 0,1 
0,1 0,2 0,3 0,4 0,2 0,1 0,1 
8 0,2 0,2 0,5 0,5 0,4 0,2 0,2 
24 0,3 0,4 0,5 0,5 0,5 0,3 0;2 
LITERATUR. 


Schmiedeberg, O. (1881): Arch. f. exper. Path. u. Pharm., 14, 382. 

Mayeda, H. (1986): Acta scholae med. univers. imperialis Kiotoendis, 
18, 205. 

Akizuki, H. (1987): Diese Zeits., 25, 43. 

Utzino, 8S. Tsunoo, S. u. Mori, T. (1987): Diese Zeits., 26, 439, 449. 


« 


The Journal of Biochemistry, Vol. 28, No. 2. 


UBER DIE PEPTONKORPER DER GELATINE. 


I. Mitteilung. Das Verhalten der Peptonkorper (Albumose, 
Pepton und Trypton) gegeniiber verschiedenen 
Enzymwirkungen. 


Von 


TOSHTIO MORI. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Medizinischen Fakultat 
Nagasaki. Direktor: Prof. Dr. Senji Utzino.) 


(Hingegangen am 19, Mai 1938) 


Nach der Angabe Itziokas (1937) sollen sich die nach wieder- 
holter EKinwirkung von aktiviertem Pancreassaft des Kaninchens 
erzeugten Abbaustoffe des Caseins, namlich das sogenannte 
Trypsinpepton, gegeniiber proteolytiwschen Enzymwirkungen trotz 
ihrer sehr &hnlichen chemischen Eigenschaften anders als Pepsin- 

_pepton verhalten und er méchte das Produkt als Trypton bezeich- 
nen. Er verfiigte aber leider nicht tiber gentigendes Material, um 
das Spaltungsprodukt zu isolieren, da er mit dem wenig ergiebigen 
Pancreassaft des Kaninchens zu tun hatte. 

In der vorliegenden Arbeit habe ich unter Leitung von Prof. 
S. Utzino das Verhalten der Peptonkérper gegeniiber ver- 
schiedenen Enzymwirkungen vergleichend studiert. Ich habe 
Trypsin-Griibler auf Gelatinelédsung (PH7,5) so lange wiederholt 
einwirken lassen, dass die Aciditats- oder Aminostickstoffzunahme 
schliesslich sehr unbedeutend wurde, und das Spaltungsprodukt 
mit Alkohol-Aceton auszufallen versucht (Tabelle IT). Bei der 
Trennung der Albumose vom Pepsin-Pepton, das ich auch durch 
wiederholte Einwirkung (Pu 2,0) von Mazerationssaft der Magen- 
schleimhaut des Schweines auf Gelatine (Kokko C.)_herstellte, 
bediente ich mich der Fallung mit Ammonsulfat. 

Obgleich hinsichtlich des Trypsins (Griibler) die Sache nicht 
sicher klar ist, ob es sich um einen reinen Pancreassaft handelt, 
oder noch andere Enzympriaparate z. B. Erepsin beigemengt sind, 
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habe ich doch experimentell eine aktive Proteinasewirkung des 
Priparats nachgewiesen, nicht aber Dipeptidase (Diglycin, Leucyl- 
glycin), wie es von T. Kawai (1928/9) berichtet worden ist. 

Bei der vergleichenden Beobachtung dieser 3 Korper sei hier 
hervorgehoben, dass ihr freier Aminostickstoff als Gelatine, 
Albumose, Pepton und Trypton ungefahr im Verhaltnis von 1:1 
1:1,7: 3,0 steht (Tabelle I). Die Fallungsreaktionen dieser 
Korper fielen fast gleich aus (Tabelle III). Hier ist aber beson- 
ders zu erwihnen, dass das Verhalten gegentiber proteolytischen 
Enzymen sehr charakteristisch war, indem Gelatotrypton nur 
durch Diinndarmschleimhaut (PH7,5) oder Gewebspeptidase (PH 
7,5) gespalten werden konnte, nicht aber durch Pepsinsalzsaure 
(PH 2,0), wihrend Pepton noch weiter durch Trypsin-Gribler 
(PH 8,0) angegriffen wurde (Tabelle ITV u. V), wie F. Itzioka 
(1937) seinerzeit im Versuch mit Digestionslosung durch Pancreas- 
saft beobachtet hat. Albumose wurde durch Pepsinsalzsaéure sowie 
auch durch Trypsin-Griibler dngegriffen (Tabelle V). 


TABELLE I. 


Zusammenfassende Hrgebnisse der Peptonkorper. 


a Gelatine Gelato- Gelato- Gelato- 
Substrate (Kokko C.) | albumose pepton trypton 
Gesamt-N (%) 15,86 16,63 16,94 14,44 
Amino-N (%) 1,27 1,49 211 3,85 
Amino-N/Gesamt-N 8,01 8,96 12,46 26,66 
Durch-Arginase spalt- 
barer Arginin-N in 
Totalhydrolysat (%) 1,85 ae 2,00 2,01 
Spaltbarer Hydrolysat- 
arginin-N/Gesamt-N 11,66 LOTS 11,81 13,92 
Durch Arginase spalt- 
barer Arginin-N (%) 0,05 0,21 0,39 0,54 
Spaltbarer Arginin-N 
/Gesamt-N 0,32 1,26 2,30 3,74 
Spaltbarer Arginin-N 
/Spaltbarer Hydro- 
lysatarginin-N 2,70 OS Oil 19,50 26,87 
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Ich habe weiter die wiederholte Wirkung der von Peptidase 
sowie Proteinase befreiten Arginase auf diese Korper beobachtet 
und festgestellt, dass im Gelatinemolekiil ein durch Arginase 
angreifbarer Argininkomplex kaum nachweisbar war (Tabelle VI), 
wie schon von A. Hunter u. J. A. Danphinee(1929/30) berichtet 
worden war, und dass der Gehalt an durch Arginase spaltbarem 
Argininstickstoff am gréssten in Trypton und grosser in Pepton 
als in Albumose war. Die Zunahme des freien Aminostickstoffs 
dieser Korper scheint ungefahr parallel mit der des spaltbaren 
Argininstickstoffs zu gehen. Die positive Arginasewirkung auf 
Pepton habe ich auch nach der Xanthydrolmethode festgestellt. 
F. Fujita hat im hiesigen Institut eine Abspaltung des Arginins 
aus Gelatine dureh Trypsin-Griibler beobachtet (noch nicht 
veroffentlicht). 

Auf Grund dieser Beobachtungen méchte ich wohl annehmen, 
dass vom Standpunkt der enzymologischen LEHinstellung sich 
Albumose, Pepton und Trypton unterscheiden lassen dirften, und 
dass letztere vielleicht der untersten Abbaustufe angehdren mag. 
Was die Frage der Hinheitlichkeit dieser Korper betrifft, gedenke 
ich demnachst dariiber zu berichten. 


E:XPERIMENTELLER TEIU. 


Versuch 1. Darstellung der Gelatoalbumose und des 
Gelatopeptons (Tabelle IL). 


450 ¢ Gelatin (Kokko C.) in 61 Pufferlésung (PH 2,0 mit 
HCl und NaOH) wurden mit 25g Magenschleimhautbrei des 
Schweines vermischt und unter Toluolzusatz bei 37°C aufbewahrt. 
Sofort nach der Mischung wurden 5 cem fiir die Formoltitration 
und 1 cem fiir die NH2-N Bestimmung abpipettiert. 

Als Kontrolle wurden 200cem Pufferlésung (PH 2,0) mit 
1,25 g Magenschleimhautbrei ohne Substrat wie beim Hauptversuch 
digeriert. Nach 6 tagiger Digestion wurde die Digestionslosung 
jedesmal unter’ erneutem Zusatz von 25g Magenschleimhautbrei 
der nachsten Digestion unter den oben angegebenen Bedingungen 
unterworfen. Nach der vierten Digestion wurde diese Digestions- 
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ldsung klar von dem wenigen Ungelésten abfiltriert, mit Ammon- 
sulfat gesattigt und abfiltriert.? Der Niederschlag wurde zur 
Tsolierung der Gelatoalbumose beniitzt. Das Filtrat wurde mit 
einer gentigenden Menge Barium-Carbonat versetzt und durch 
Lufteinleiten bei Zimmertemperatur vom Ammoniak befreit 
(negative Nesslersche Reaktion). Dies von Bariumsulfat abfil- 
trierte Filtrat wurde bei nicht hoher Temperatur (55-60°C) zu 
Sirup eingeengt, aus dem schliesslich durch Aceton und Alkohol 
ein sehr hygroskopischer amorpher Niederschlag ausgefallt wurde. 
Ausbeute 320 g. 

Der bei der Ammonsulfatsaéttigung ausgeschiedene Nieder- 
schlag wurde in einer kleinen Menge Wasser gelost, mit Barium- 
carbonat versetzt und Luft in ihn eingeleitet, bis der Ammon- 
geruch oder die Nesslersche Reaktion verschwunden war. Das 
Filtrat wurde bei nicht hoher Tempeartur (50-55°C) abgedampft 
und mit Alkohol und Aceton versetzt, um die Albumose aus- 
zuscheiden. Der Niederschlag wurde abgesaugt und im Exsikkator 
getrocknet. Ausbeute 75g. Die Analysenwerte der Peptonkorper 
sind im Folgenden zusammengefasst. In allen folgenden Angaben 
ist der Aschengehalt korrigiert. 


a) Analyse der Gelatine (Kokko C.): 
Gesamtstickstoff: 0,3133g Subst.: 35,5 cem N/10=H2SO, N=15,86% 
Aminostickstoff: 0,0063g¢ Subst.: NH2N=0,08 mg=1,27% 
Asche: 0,4316¢ Subst.: Asche=0,0042 g=0,97% 
Durch Phosphorwolframsiure nicht fillbarer N/Gesamt-N: 
0,2 cem 0,1 n-H2S0./14,2 cem 0,1 n-H2SO.=1,41% 


b) Analyse der Gelatoalbumose: 
Gesamtstickstoff: 0,1212¢ Subst.: 14,4 cem N/10=H2SO. N=16,63% 
Aminostickstoff:  0,0242¢ Subst.: NHeN=0,36 mg=1,49% 

Asche: 0,3084¢ Subst.: Asche=0,0054 g=1,75% 
Durch Phosphorwolframsiure nicht fillbarer N/Gesamt-N: 


0,2 cem 0,1 n-H2SO./8,1 eem 0,1 n-HeSO.= 2,47 % 


1) Bei einem Beispiel der Pepsindigestion, die nach wiederholter Enzym- 
wirkung praktisch maximal hatte auftreten sollen, habe ich einen minimalen 
Niederschlag durch Sattigung mit Ammonsulfat erhalten: 
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c) Analyse des Gelatopeptons: 


Gesamtstickstoff: 0,2306¢ Subst.: 27,9 eem N/10=H2SO, N=16,94% 
Aminostickstoff: 0,0700g¢ Subst.: NHsN=1,48 mg=2,11% 
Asche: 0,6160 g Subst.: Asche=0,0024 g=0,39% 
Dureh Phosphorwolframsiure nicht fallbarer N/Gesamt-N: 
0,5 cem 0,1 n-H2S0./20 cem 0,1 n-H2SOu= 2,50% 


d) Analyse des Peptons (Witte) : 


Durch Phosphorwolframsiure nicht fillbarer N/Gesamt-N: 
1,4 cem 0,1 n-H2S8O:/14,1 cem 0,1 n-H2S01= 9,93 % 


Versuch 2. Darstellung des Gelatotryptons (Tabelle IT). 


550 g Gelatine (Kokko C.), gelost in 4 1 Pufferldsung (PH 8,2 
mit Natriumcarbonat und Hssigséiure), wurden mit 10g Trypsin- 
Griibler vermischt und unter Toluolzusatz bei 87°C aufbewahrt. 
Nach der Vorschrift von F. Itzioka (1937) habe ich diese Losung 
wiederholter Digestion mit erneutem Trypsinzusatz (102) unter- 

“worden, bis die Digestionslésung schliesslich kaum mehr eine 
Zunahme des Aminostickstoffes zeigte. 

Als Kontrolle wurden 200 cem Pufferlosung (PH 8,2) mit 0,5 g 
Trypsin-Griibler ohne Substrat wie beim Hauptversuch digeriert. 
Nach der ftinften Digestion wurde die Digestionslosung, welche 
klar von dem wenigen Ungelosten abfiltriert wurde, bei nicht hoher 
Temperatur (50-55°C) zu Sirup abgedampft, das Spaltungsprodukt 
durch Aceton und Alkohol als amorphes Pulver gefallt. Ausbeute 
460 @ (Tabelle IT). 

Die Substanz, welche ich weiter unten nach dem Vorschlage 
Itziokas als Trypton bezeichnen méchte, ist sehr hygroskopisch. 


Analyse des Gelatotryptons: 


* Gesamtstickstoff: 0,3218g Subst.: 33,2cem N/10=H-SO, N=14,44% 
Aminostickstoff: -0,0273.¢ Subst.: NH»sN=1,05 mg=3,85% 
Asche: 0,6378 g Subst.: Asche=0,0106 g=1,66% 
Durch Phosphorwolframsiure nicht faillbarer N/Gesamt-N: 
2,0 ecm 0,1 n-H2S0,/11,5 eem 0,1 n-H2S01=17,39% 
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TABELLE II. 


Darstellung des Gelatopeptons und des Gelatotryptons. 


Hauptversuch Kontrolle Zunahme 
Zeit ecm 0,1 n- cem 0,1 n- eem 0,1 n- 
(Tage) | NaOH in |™2 NB*N) aon in [ME NUN) NaoH in | ET BEN 
5 com 5.eem 5 ecm 
Sofort 5,6 0,32 5,6 0,15 
2 5,95 0,42 5,6 0,16 0,35 0,09 
4 6,3 0,49 5,6 0,21 0,70 OD 
6 6,4 0,57 5,6 0,24 0,80 0,16 
Zweiter Pepsinzusatz 
ws Sofort 6,6 0,58 5,6 0,25 
Silene 6,5 — 5,6 — — 0,10 —_— 
=| 4 7,0 = 5,6 5s 0,40 = 
$ 6 ill 0,68 5,7 0,34 0,40 0,01 
&| Dritter Pepsinzusatz 
=| Sofort ie 0,70 5,7 0,36 
Sh ney NS) 0,72 557 0,38 — 0,05 0 
S| 4 7,4 0,82 5,7 0,44 0,2 0,04 
Al 6 7,9 — 5,6 — 0,4 a 
Vierter Pepsinzusatz 
Sofort 7,6 0,80 5,6 0,45 
2 Tso 0,83 5,6 0,56 —0,10 —0,08 
4 7,65 0,81 5,7 0,46 — 0,05 0 
6 7,6 0,82 5,6 0,46 0 0,01 
Sofort 3.072 0,27 0,8” 0,09 
2 4,2 1,16 0,8 0,09 0,7 0,89 
4 4,3 1,36 0,7 0,11 0,9 1,07 
6 4,5 1,72 0,9 0,11 0.9 1,43 
Zweiter Trypsinzusatz 
Sofort — 1,83 — 0,09 
2 = 2,00 — 0,10 —_ 0,16 
nol 4 — 2,25 — 0,10 _ 0,41 
5 6 — 2,62 —_ 0,10 — 0,78 
Z| Dritter Trypsinzusatz 
| Sofort | — 2,58 == 0,12 
wae — ote — 0,17 — 0,09 
B| 4 — 3,68 — 0,12 wi 1,10 
2 6 _ 3,07 oe 0,14 —_ 0,97 
P>| Vierter Trypsinzusatz 
| Sofort — 3,80 — 0,08 
) ee — = ae =, — 
4 — 3,80 ao 0,14 — 0,06 
6 — 4,01 — 0,16 — 0,13 
Fiinfter Trypsinzusatz 
Sofort 8,6 4,09 0,6 0,22 
2 8,8 3,97 0,7 0,14 0,1 + 0,04 
4 8,8 3,97 0,6 0,15 0,2 + 0,05 
6 8,9 4,04 0,6 0,20 0,3 +0,03 


*) Bei der Titration wurden je 2 cem 0,1 n-H2SO. dem Ansatz zugefiigt. 
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TABELLE ITI, 
Farben- und Fiallungsreaktion der Peptonkorper. 


ke eg Gelatine Gelato- | Gelato- | Gelato- | Pepton 
Reagenz (Kokko C.)| albumose | pepton | trypton | (Witte) 
Biuret + + a a ot 
Ninhydrin ote + + + fe 
Millon + = on aa oe 
= Sakaguchi ae ap ae at cl 
= Anhydrid Sif or a6 + 28 
® Xanthoprotein - — - os &e 
8 Hoppkins-Cole Ss - — =. ae 
E Schwefelblei = = 2 Me rs 
Diazo + + ae ae & 
Molisch te ze ae a ay 
Nessler = = = ad = 
» Alkohol + + dt a ae 
Aceton + ae op au He 
Phosphorwolframsiure oi + ae s te 
a | Tannin + at ae a ie 
2 Sublimat 7; + + fe aii 
Ee Kochprobe os - a a 
= | Heller o a & ns 
= | Ammonsulfat + oe = ae 
9M, Ferrocyanwasserstoff ne - _ = 
Sulfosalycylsaure Ay - - - “e 
Trichloressigsiure Si - a _ + 
Quecksilberjodid _ —_ = ai fe 


Versuch 3. Fermentative Spaltung des Gelatotryptons 
(Tabelle IV u. V). 


20cem 2%iger Substrat-Pufferlésung wurden mit 2cem 
Enzymlésung unter Toluolzusatz bei 37°C digeriert. Als Enzym- 
lésung wurde 1 Teil Gewebsbrei mit 2 Teilen Glycerin-Wasser 
(1:1) gut zerrieben und koliert. Die Trypsinlésung enthielt 10% 
Trypsin-Griibler. Die angegebenen Pufferlésung sind mittels 


. 
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Natriumphosphat-Citronensaure oder Salzsaure hergestellt, welche 
letztere nur fiir die Pepsinprobe (PH 2,0) Verwendung fand. 

Als Kontrolle wurde Enzym-Pufferlésung ohne Substrat unter 
den gleichen Bedingungen wie beim Hauptversuche digeriert. In 
der TabeHe sind die kontrollierten Zahlen angegeben. 


TABELLE LV. 
Das Verhalten des Tryptons gegentiber verschiedenen Enzymarten. 


Acidititszunahme in 5 cem Digestionslésung (eem 0,1 n-NaOH) 


Buiomart Trypsin Pepsin Niere Leber Darmschleimhaut 
y €n | (Griibler) |(Schwein)| (Schwein) (Schwein) (Hund) 
PH 8,0 2,0 4,5 (SD 4,5 7,9 4,5 7,0 
24 Std. 0 0 0,1 0,6 0:2 0,7 0 0,4 
48 Std. 0,1 0,2 0,2 1,0 0,5 ileal 0 O35 
72 Std. 0,1 0,1 0,2 1,0 0,5 ileal 0,2 0,6 
TABELLE V, 


Das Verhalten der Albumose und des Peptons gegeniiber Pepsinsalzsiure 
und Trypsin-Gribler. 


Aciditatszunahme in 5 cem Digestionsldsung (cem 0,1 n-NaOQH) 


tet) ee Pepsin (Schweine- . 
Substrat Std. Pay pee G xu bios magenschleimhautbrei) 
PH 8,0 : 

PH 2,0 
ne 7 24 0,8 0,8 
elatoalbumose 48 0,9 0,8 
24 0,3 —0,2 
Gelatopepton 48 0,6 —0,1 
72 0,6 — 05d! 


Versuch 4. Wrederholte Arginasewirkung auf Gelatine 
(Kokko C.) und Gelatopeptonkorper 
(Tabelle VI, VII, VIII u. IX). 


Die Bestimmung des dureh Arginase (gereinigt *) spaltbaren 


*) Die Reinigung der Arginase wurde nach S. Edlbacher und H. 
Burchard (1931) in der folgenden Weise erzielt: 15 cem Rinderleberglycerin- 
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Arginingehalts in den Gelatinederivaten wurde in der folgenden 
Weise ausgefiihrt: die Gelatinederivate warden in 110 cem Puffer- 
lésung (PH 9,2 mit N/5 NaOH und M/5 Borsiure in M/5 KCl) 
gelést und unter Zusatz von 10cem von der Peptidasewirkung 
befreiten Lebermazerationssaft und etwas Toluol bei 37°C dige- 
riert. 30cem dieser abpipettierten Digestionslésung wurden 
neutralisiert, kurze Zeit gekocht, mit 5cem Phosphatpuffer von 
PuH7,0 versetzt und der Ureaseeinwirkung (2¢@ Sojabonenmehl) 
unterworfen. Das dabei gebildete Ammoniak wurde nach Van 
Slyke und Cullen (1914) in N/50 HeSO, abdestilliert. 

Als Kontrolle wurden 110 ccm Pufferlosung (PH 9,2) ohne 
Sustrat wie beim Hauptversuche digeriert. Die in dieser Kontrol- 
losung gebildete Harnstoffmenge wurde auch nach der Urease- 
methode bestimmt und nach dem Wert der Hauptversuche kontrol- 
hert. 

Diese Digestionslésung wurde abermals mit 10 cem gereinigter 
Arginaselosung vermischt und unter Toluolzusatz bei 37°C der 
weiteren Digestion unterworfen. Nach 2 Tagen wurde die Harn- 
stoffmenge in 30cem dieser Digestionsldsung nach der Urease- 
methode in der schon angegebenen Weise bestimmt. Die Wieder- 
holung der Arginasewirkung auf die Digestionsrestlosung fand so 
lange statt, bis eine Harnstoffspaltung nicht mehr merkbar war. 

Um den Gesamtarginingehalt in den Gelatinederivaten zu 
ermitteln, wurden die Gelatinederivate mit 80 ccm 20%iger Salz- 
siure 24 Std. lang am Riickfluss hydrolysiert, das Hydrolysat zu 
Sirup eingeengt, mit V/10 NaOH auf PH9,2 gebracht und das 
ganze Volumen mit Puffer (PH 9,2) bis zu 110 cem verditinnt und 
dann ‘der wiederholten Arginasewirkung unterworfen, bis der 
gespaltene Harnstoffwert sein Maximum erreichte. 


extrakt (2:1) wurden mit 5 cem Tonerdesuspension (70 mg AlOs) versetzt und 
nach 24 Std. langem Stehen im Hisschrank abzentrifugiert. Das Zentrifugat 
wurde noch zweimal mit 5ecm Tonerdesuspension behandelt und es trennte 
sich eine gelblich gefarbte Adsorptionsrestlésung ab. Diese Losung spaltete 
weder Glycylglycin, noch Gelatine bei PH 9,2, wihrend Arginin dadurch intensiv 
abgebaut wurde. 


214 T. Mori: 


TABELLE VI. 
Der durch Arginase spaltbare Argininstickstoff des Gelatinemolektls 
und des Gelatinehydrolysats. 


‘ Substrat g in 30 ccm ‘ Gespaltener 
eat Digestionslésung | °°” W/50 H280s Arginin-N % 
Sofort 0,6784 1,5 
2, ,_, | Erster Enzymzusatz 
gSO% | 488ta | 0,6167 1,8 0,02 
EAs 
q{e27 8 Zweiter Enzymzusatz 
Saa5 | 488ta. | 0,5321 2,0 0,05 
52.5 3 
A eo °° Dritter Enzymzusatz 
48 Std. 0,4434 1,5 0,03 
Sofort 0,6784 4,4 
chai Erster Enzymzusatz 
aH os 
avHa| 48 Std. 0,6167 _ — 
‘me gt 
a E Z 4 | Zweiter Enzymzusatz 
SEgs | 48 Sta. 0,5321 38,5 1,85 
Bons 
A to Dritter Enzymzusatz 
48 Std. 0,4434 31,6 1,82 


TABELLE VII. 
Der durch Arginase spaltbare Argininstickstoff der Gelatoalbumose. 


: Substrat g in 30 ecm Gespaltener 
Bot Digestionslésung | °°" W/50 H280. Arginin-N % 
Be S Sofort 0,5537 0 
a S o 2 Erster Enzymzusatz 
aa] 48 Std. 0,4983 3,55 0,20 
S75 
S S.8 S | Zweiter Enzymzusatz 
A Se 48 Std. 0,4360 3,3 0,21 
Sofort 0,7405 = /iariee 
Oe Erster Enzymzusatz 
asin 2) 48 Std. 0,6582 45,6 1,89 
‘bo Se 
a 3 Zs | Zweiter Enzymzusatz 
s'3a9 2 | 48 std. 0,5642 43,7 2,12 
Boa 
Am Dritter Enzymzusatz 
48 Std. 0,4512 33,9 2,05 
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TABELLE VIII. 
Der dureh Arginase spaltbare Argininstickstoff des Gelatopeptons. 


Substrat g in 30 eem 
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cem N/50 HeSOx pee 


apt Digestionsl6sung 
a g Sofort 0,6611 0 
ihe e § Erster Enzymzusatz 
mo 8 . 
= 8 g 48 Std. | 0,5981 8,3 0,39 
a ¢ 
o Brg 3 | Zweiter Enzymzusatz 
Q & o0 48 Std. 0,5383 ies 0,37 
Sofort 0,2326 3,2 

ork Erster Enzymzusatz 

io) 
e<5 B | 48 Std. | 0,2093 15,4 1,67 
PaaS : 
< 2 Ze Zweiter Enzymzusatz 
sSaa| 48 Sta. | 0,1873 16,0 2,00 
288s 
A 80 bo Dritter Enzymzusatz 

0,1669 13,6 1,89 


48 Std. 


TABELLE IX. 
Der durch Arginase spaltbare Argininstickstoff des Gelatotryptons. 


| 


: Substrat g in 30 cem Gespaltener 
ZOU: | Digestionslésung | °°™ N/50 H2SOx Arginin-N % 
| 
Sofort | 0,3475 0 
Df Erster Enzymzusatz 
S458 | 48 Std. | 0,3329 5,5 0,46 
“ep O A, 
| i by . 
<SA5 Zweiter Enzymzusatz 
SSA2 | 48 Std. 0,3179 5,9 0,52 
Bo eS 
= © 
A bo Dritter Enzymzusatz 
48 Std. 0,3020 5,8 0,54 
Sofort 0,8475 tye 
Bs, Erster Enzymzusatz 
2 ~ 
<a 8| 48 Std. 0,3329 23,7 1,85 
‘ho Sao 
45%, & | Zweiter Enzymzusatz 
SSE | 48 Std. 0,3179 24,4 2,01 
S258 
A Dritter Enzymzusatz 
48 Std. 0,3020 22,2 1,92 
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Um die Harnstoffbildung aus Gelatopepton durch gereinigte 
Arginase sicher zu beobachten, habe ich eine Bestimmung nach der 
Xanthydrolmethode ausgefiihrt. 385cem 4%iger Gelatopepton- 
losung (PH 9,2 mit N/5 NaOH und M/5 Borsdure in M/5 KCl) 
wurden mit 5cem Rinderlebermazerationssaft (gereinigt), der aus 
1 Teil Gewebsbrei und 2 Teilen Glycerinwasser (1:1) bestand und 
koliert wurde, vermischt und unter Toluolzusatz bei 37°C digeriert. 

Als Kontrolle wurden 35 cem Pufferlosung mit 5cem Enzym- 
losung ohne Substrat wie beim Hauptversuche digeriert. Sofort 
nach der Vermischung und nach 48 Std. wurden 5ecem fiir die 
Harnstoffbestimmung nach der Xanthydrolmethode abpipettiert. 
Dixanthylharnstoffmenge (g) sofort im Hauptversuch 0,0381 und 
in der Kontrolle 0,0382; nach 48 Std. respektive 0,2044 und 0,0492 
(Zunahme 0,1553 ¢'). 
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C. Th. Moérner postulated in 1889 that chondromucoid is 
split up into three main fractions: (1) chondroitinsulfurie acid; 
(2) albuminate, which does not yield any copper-reducing sub- 
stance on boiling its solution with hydrochloric acid, and (3) a 
peptonlike fragment. Since then no further detailed study has 
been afforded and chondroitinsulfurie acid seems to have been 
generally accepted to represent the whole carbohydrate moiety of 
this mucoid. In his time, however, even the constituents of this 
organic sulfate were not well known, a strict identification being 
impossible, and, therefore, a reinvestigation by means of modern 
' chemical procedures is deemed extremely desirable. 

In the present work, the mucoid was prepared from bull 
trachea and nasal septum of whale and submitted further to 
alkaline scission. The aminosugar involved in the molecule was 
identified with choncrosamine by isolation as its benzoate. From 
the analyses of the mucoid as a whole and of its fragments it was 
found that it contains in the molecule not only chondroitinsulfuriec 
acid but also a polysaccharide made up of approximately equimole- 
cular chondrosamine and galactose. As to the mutual quantitative 
ratio of these polysaccharides, it seemed to vary from one kind of 
animal to another. 


Experimental. 
PREPARATION AND ANALYSIS OF Mucor. 


I. Preparation obtained from dry cartilage of whale nasal septum. 


A preliminary attempt was made, according to the proposal 
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of Levene, to extract the mucoid by means of half saturated 
Ca(OH)s solution as did Gies and his collaborators for obtaining 
osseo- and tendomucoid. Contrary to expectation, however, no 
hydrochloric acid-precipitable substance came out from the dried 
cartilage powders. The first method of Mérner was accordingly 
adapted as follows. 

1 part of cartilage shredded and dried with alcohol was mixed 
with 15 parts of water and placed for 5 days in an incubator at 
40°C. The filtrate which was faintly acid (pH 6) was cooled, 
neutralized with 0.05% ammonia and hydrochloric acid added up 
to 0.2% (pH was reduced to 1.4). Chondromucoid was deposited 
on heating in a boiling bath. Purification was carried out by 
redissolution in 0.05% ammonia and reprecipitation by the aid of 
0.2% HCl. The substance began to come out at pH 5.4 and the 
maximal deposition was effected at pH 3.4. The extraction was 
repeated over and over again, until only a trace came over into 
the third extract. The yields by the first and second extraction 
were 0.60% and 0.37% of the original material respectively in 
averages of eleven runs. 


II. Preparation obtained from fresh cartilage of bull trachea. 


Trachea freed from adjascent tissue was cut into very thin 
slices and subjected to the procedures as before by using for ex- 
traction 5ce. of water per 1gm. of the material. The purified 
product amounted in averages of six runs to 0.35% and 0.13% of 
the fresh shavings respectively by the first and second extraction. 


TT, Analysis. 


The specimens obtained from the whale and those from bull 
tissue were each combined and dried constant in vacuo over P20; 
at room temperature. The following methods were employed for 
analysis as in previous investigations of this series. 

Nitrogen: by the micro-K jeldahl1 method. 

Sulfate-S: gravimetrically as BaSO, after hydrolysis with 1 n. 

HCl by heating for 10 hours as Suzuki described. 

Glucuronic acid: by the Handel-Tanabe method. 
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Amino sugar (chondrosamine) : by the Masamune and Nega- 
zumi method. 
True sugar: by the Masamune and Tanabe method (Second 
method). 
Carbohydrate reduction: by the Masamune and Tanabe 
method (First method). 
by Suzuki’s 
Rapoport-Sternberg method. 


Acetyl: 


Analytical data: 


modification of the 


Friedrich- 


Source of mucoid 


Nasal sepum of Bull trachea 

whale % % 
Nitrogen 12.15 12.49* 
Ash 0.81 0.65 
Sulfate-S 1.81 Wiles 
Carbohydrate reduction** 24.4 22. 
Aminosugar (chondrosamine) 14.7 14, 
Truesugar** 9.3 Tes 
Glucuronie acid 6.06 6. 
Acetyl 3.55 


* ©. Th. Mérner’s preparations contained 12.26—-12.53%N. 


He 


The hydrolysis was proceeded with 5 hours heating in a sealed tube of 
the mixture of the substance and 8 ce. of 1n HeSQOu. | 


That the true sugar present was galactose was concluded from the figures 
below obtained by colorimetry and reduction test. 


= 


Cone. of sugar in the final solution, cale. as 


Source of Reaction | 
the mucoid Mannose| Galactose Glucose | Arabinose| Xylose 
%o %o %o %o Jo 
Orcinol 0.02999 0.02775 | 0.04881] 0.02146 | 0.02381 
Nasal Indole 0.02940 0.02750 | 0.01999} 0.05762 | 0.02940 
septum Reduction | 0.02176 0.02651 | 0.02146} 0.02293 | 0.02117 
of whale ey ee oe a 
mean: 0.02722 
Orcinol 0.02857 0.02625 | 0.04118] 0.02003 | 0.02189 
Bull Indole 0.02894 0.02725 | 0.02003] 0.05713 | 0.02894 
trachea Reduction | 0.02152 0.02592 | 0.02115] 0.02226 | 0.02078 
; mean: 0.02625 


The mean concentrations in the solutions, expressed as galactose, correspond 
to 9.3 and 7.1% of mucroid. 
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The whale mucoid had somewhat less N-content than the bull 
mucoid. In accordance with this, more carbohydrate was involved 
in the former. The total amount of glucuronic acid and galactose 
approximates chondrosamine by equivalent weight and further- 
more the carbohydrate reduction estimated as a whole covers nearly 
the total of the sugars analysed individually, when assumed that 
the whole glucuronic acid participates in formation of chondrosin.” 
This finding is. suggestive of the fact that the carbohydrate moiety 
consists of two polysaccarides, one, chondroitinsulfurie acid and 
the other, a complex of equivalent chondrosamine and galactose. 
The content of sulfate-S exceeded appreciably that calculated on 
the above concept. It is probable that sulfuric acid which had 
been freed by heating the cartilage extract with HCl in the course 
of preparation might have been carried down with the mucoid as 
an impurity. From what the acetyl value indicated, each of the 
aminohexose is regarded to link with one of this radicle. 

The speculation that chondromucoid involves the_ polysac- 
charides mentioned was substantiated by its treatment with alkali, 
as will be seen below. 


ALKALINE SCISSION OF CHONDROMUCOD. 


The mucoid was submitted to alkaline treatment and 
chondroitinsulfuric acid was isolated in a similar manner as 
Jorpes prepared it from cartilage powder, and the remaining 
main fraction separated thereby by kaolin was eluated with alkali 
and precipitated with acid. An example will be given in the 
following : 

15 gm of the mucoid from bull trachea were dissolved in 1.5 
liters of 2% NaOH solution and stood for 5 hours in an ice chest. 
30% acetic acid was poured into the solution first to neutralization 
and then up to 1.2%, kneaded with kaolin (0.8-0.9 gm. per 1 ce. of 
the acidified solution) and subjected to suction at the pump. 
Precipitates were obtained from this filtrate by means of 3 to 4 
volumes of 95% alcohol. In order to collect the acid soluble sub- 


1) Refer the reducing force of chondrosin to XXXV paper of this series. 
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stance as much as possible, the kaolin mass on the funnel was 
then treated several times with cooled NaOH solution, followed by 
acidification and filtration, and the filtrates were combined and 
precipitated with alcohol in similar manners as above. When 
thus practically all the acid soluble fraction were separated, the 
acidic kaolin mass, which contained merely the acid insoluble frac- 
tion, was agitated with 60c¢c. of 2n. NaOH kept at 0°C for 5 
hours, and filtered immediately without any addition of acetic 
acid. From the filtrate came out a massive flocculent deposit on 
reducing pH to 5.6 with acetic acid. Exhaustive eluation and 
deposition were made, and the precipitates were combined, washed 
with water at first, afterwards with alcohol and dried (Fraction b). 
The acid soluble fraction (Fraction a) amounted in total to 
4.65 gm and the acid insoluble fraction (Fraction b), 1.53 gm. 


Purification of Fraction a. 


3.32m. of the crude product were dissolved in water and 
precipitated, after removal from the insoluble residue, with 3.5 
volumes of alcohol. But as it appeared still quite impure, the 
above alkaline treatment was proceeded again by taking it up in 
100 times its weight of the NaOH solution. Kaolin was not used 
here. The deposit obtained by means of: alcohol was washed with 
many changes of dilute alcohol (1:2) and finally with 95% alcohol. 
Yield: 0.9gm N-content, 2.731% 


Purification of Fraction b. 


1.8 gm. of the crude substance were taken up in the smallest 
possible quantity of NaOH solution at pH 9, the insoluble impurity, 
which was but a trace, was removed by means of a centrifuge and 
acetic acid (80%) was poured into the solution until the reaction 
was brought up to pH 4. Washing of the deposit with water and 
with 95% aleohol were conducted as usual. | Yield, 0.7¢@m. HCl- 
treatment still produced from it as much furfural as 0.214% which 
is suggestive of the imperfect removal of Fraction a. The above 
operation was hence repeated once more on 405mg and 300mg 
were obtained. 
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The yield of the crude Fraction a from 10 gm. of the whale 
mucoid was 2.9 gm. and that of the crude Fraction b, 3.6gm. The 
purified substances from them were 1.2 and 0.95 gm. respectively. 


Analytical data. 


The purified Fraction a and b were dried for analyses at room 
temperature in vacuo over P2QOs. 


Fraction a. 
Source of the mucoid 
Whale nasal septum Bull trachea 

Jo Jo 
Nitrogen 2.81 Pan les 
Ash 22:81 22.95 
Aminosugar (chondrosamine) 28.1 28.2 ‘ 
Glueuronie acid 30.4** 29.4 
Acetyl 6.7 6.6 
Sulfate-S 5.91 6.10 


* Reduced to 2.52% by further purification by means of kaolin. 


From chondroitinsulfurie acid, furfural is not expected to be produced 
so quantitively as from ordinary glucuronides, as was already reported 
by Dr. Tanabe and also by Prof. Masamune and the writer. The 
values obtained here indicate consequently that the specimen is not free 
from contamination by furfural-producing impurities. 


The presence of true sugar was disproved in this specimen 
by the Masamune and Tanabe method (The second procedure), 
because the final solution adapted to colorimetry searcely produced 
coloration. 

The analytical figures are thought to indicate that the amino- 
sugar, acetyl and the uronic acid were present approximately in 
1 equivalent per equivalent weight. Sulfate-S corresponded to * 
1.18 and 1.20 equivalents per equivalent weight of the amino-sugar. 
The excesses came probably from commercial kaolin.” As will be 


1) Kaolin employed was not specially purified, as was the case in pre- 
paring chondroitinsulfurie actd from cartilage according to Jorpes (XXXVI 
Paper of this series). 


Biochemical Studies on Carbohydrates—XX XVII. 


described below, the amino-sugar was identified with chondrosamine 


and therefore there remains no doubt that the substance in question 
was chondroitinsulfuric acid of the composition that Levene 


asserted. 
Fraction b. 
Source of the mucoid 
Whale nasal septum Bull trachea 
Jo Jo 
Nitrogen 11.42 11.87 
Ash 1.78 1.72 
Sulfate-S 0.54 0.57 
Carbohydrate reduction* 

(eale. as glucose) 15157 15.67 
Amino-sugar (chondrosamine) 8.32 8.21 
Glucuronie acid 0.57 0,54 
True sugar (by direct colorimetry) 7.56 7.33 
Acetyl 2.22 


2.21 


* The hydrolysis was conducted by heating for 3 hours after taking up the 


substance in 30 ce of 1 n. HeSO, solution. 


Details of the analytical data which led to the conclusion that the sugar 


present was: galactose were the following. 


i) Fraction b by of whale mucroid. 


61.2 mg were dissolved in water by means of 0.1n. NaOH and neutralized 
The solution which was adapted to colorimetry contained 


with 0.19% H2SOu. 
3.264 mg of the substance in 1 ce. 


Sugar cone. in the sol., cale. as 
ae Reading 
Reaction mm. Mannose ’ Galactose Glucose 
Jo %o Jo 
Indole 11.4 0.02675 0.02475 0.01800 
Orcinol 8.1 0.02600 0.02450 0.03750 
Diphenylamine I. 12.9 0.01250 0.02475 0.01500 


ui) Fraction b of bull mucroid, 


67.3 mg were dissolved by means of alkali and neutralized as above. 


Concentration of the final solution: 0.30591%. 
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Sugar cone. in the sol., calc. as 
Feack Reading 
pep ace mm, Mannose Galactose Glucose 
. 6 Jo Yo 
Indole | TERS) 0.02475 0.02250 0.01650 
Orcinol 8.7 0.02375 0.02250 | 0.03425 
Diphenylamine I. 14.6 0.01125 0.02225 0.01275 


Sulfate-S amounted in this fraction to only 0.25 equivalent 
per equivalent weight of chondrosamine. It appears to be nothing 
but contamination for the same reason as in case of Fraction a. 
The equivalent’ratio of chondrosamine and galactose approximated 
1 tol. The reducing force after treatment with phosphotungstic 
acid of the hydrolysate coincided with the total sum of those sugars. 
Furfural was produced from this fraction. But the amount was 
small and is not regarded as coming from an uronic acid (refer 
to the data observed by Tanabe). The values of acetyl were 
not far from 1 equivalent per respective equivalent weights of 
chondrosamine (Equivalents found: 1.11 and 1.12). The writer 
came accordingly to the conclusion that the polysaccharide of 
Fraction b is a complex of equimolecular acetylechondrosamine 
and galactose. 

Judging from the relationship of the carbohydrate reductions 
of the mucoids with the contents of the individual sugars (p. 178), 
it appears reasonable to conclude that chondromucoid contains 
merely the above complex and chondroitinsulfurie acid and no 
other carbohydrate. Concerning the quantitative ratio of the poly- 
saccharides, however, it was not equal between the preparations, 
being 2:3 in that from whale and, about 1:1* in the other. Whether 
the discrepancy is attributed to the difference of animal species or 
to that of the specimen, the perfect purity of which ean not be 
ascertained, is difficult to decide for the present, although the writer 
inclines to the former view. 


*) Calculated in connection with the sugar part, and the sulfate rest and 
acetyl were not taken into account. 
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IDENTIFICATION OF THE AMINO SUGAR. 


The amino sugar was identified by isolating it as the penta- 
benzoate both from mucoid and from Fraction b. 2gm. of the 
former and 0.9 gm. of the latter were employed for this purpose. 
Each was heated in a hot bath with 40 ee. of 20% HCl under reflux 
for 5 hours, and the solution was condensed on a bath to a syrup. 
It was then extracted by means of 40 cc. of hot water, filtered and 
the filtrate was shaken with 20 cc. of saturated lead acetate solu- 
tion. After removal of the lead precipitate, H2S-gas was bubbled 
into it, lead sulfide was separated off and acetic acid was removed 
by means of ether in the continuous extractor of Kumakawa and 
Suto. Ether was expelled, and the liquid was condensed to about 
10 ce. and submitted, when cold, to the benzoylation procedures 
of Mr. Kusuno and the writer, inserting fractionation with chloro- 
form prior to the treatment with methanol. After purification 
and drying constant, the product obtained in the form of charac- 
teristic needles showed the following properties of chondrosamine 
pentabenzoate. 


i. The product from chondromucoid of whale cartilage. 
F. P. 199-200°C. 
Nitrogen content: 
21.9mg substance: 0.5520 mg (2.06%) 
16.6 mg ” : 0.8342 mg (2.01%) 


average: 2.04% 
Optical rotation in pyridine: 


fa]2 0.14 x 2,9390 
a = a —— 
D™ 0.0045 x 0.970 x 1 


+94,°27 


2. The product from chondromucoid of bull cartilage. 
F. P. 197-199°C. 


Nitrogen content: 
21.6 mg substance: 0.4351 mg N (2.01%) 
16.2 mg ” : 0.3230mg N (1.99%) 

average: 2.00% 
Optical rotation in pyridine: 
fa] =—0:46%-2.0620 
a = 
P™ 0.0148 x 0.9703 x 1 


= +94,°88 
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3. The product from Fraction b of whale cartilage (yield, 48 mg) 
F, P. 198-200°C.*) 


Nitrogen content: 
19.6mg substance: 0.402 mg N (2.05%). 


Optical rotation in pyridine: 


0.39 x 2.9473 


[alD= 0.0125 x0.9724x1 > 19% 87. 


4. The product from Fraction b of bull cartilage (yield, 52 mg). 
F, P. 199-200°C. 
Nitrogen content: 
15.8 mg substance: 0.3177 mg N (2.01%). 
Optical rotation in pyridine: 
0.48 x 2.9478 


20 . -e slo 
= = +95.°14. 
[aly = 99153 x 0.97211 es 


The writer is indebted to the Foundation for Promotion of 
Scientific and Industrial Research of Japan Poe defraying the 
expenses of this research. 
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BIOCHEMICAL STUDIES ON CARBOHYDRATES. 
XXXVITI. Mucin from Sublingual Gland. . 


First Paper. 


By 
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(From the Medico-Chemical Institute, Hokkaido Imperial University, 
Sapporo. Director: Prof. H. Masamune.) 


(Received for publication, May 20; 1938) 


Experiments on the mucin from sublingual glands are entirely 
wanting, although comprehensive accounts were given recently by 
Blix and by Ordfeldt regarding the submaxillary mucin which 
are generally believed, but in the absence of any experimental 
basis, to be identical with the former. According to the writer’s 
investigation, however, which will be described below, sublingual 
mucin contains carbohydrate complexes which are divergent from 
what Blix isolated from the submaxillary, although both of the 
mucins were found to be very similar in general characteristics, 
physical and chemical. 


Experimental. 
PREPARATION OF SUBLINGUAL MUCIN. 


This substance was prepared by the procedures that Blix ap- 
plied to submaxillary mucin with the following modifications : 

1. Instead of discarding the first extract, the gland freed 
from the connective tissues was washed, as a preliminary treat- 
ment, under running water for 1 day. The hlood clots adherent 
to the gland were thereby removed. 

2. Extraction was made at 10-15°C under addition of chloro- 
form. 

3. After repeated reprecipitation by changing the concentra- 
tion of. HCl, followed by kneading and washing, the crude, sticky 
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products were brought under 95% alcohol and broken into small 
pieces as soon as they became friable clumps. They were treated 
furthermore with alcohol, that was renewed several times, until 
no more colored substance came over. 

4. The substance was finally treated with ether, pressed on 
a Biichner’s funnel and dried in vacuo over P20; at room tem- 
perature. 

The yield amounted to 14.4g@m. in averages per kilogramme 
of the gland. It gave the following reactions: Biuret, Millon’s. 
Sakaguchi’s, Hopkins-Cole’s, ninhydrin (orange red), diazo 
and Molisch (violet) reactions and was precipitated by 
(NH4)2SO,4 (at half saturation), phosphotungstic acid, trichlor- 
acetic acid as well as by tannic acid. Blix’s test direct by means 
of Ehrlich’s reagent was positive. 

Phosphorus was not detected. The substance showed no iodine 
test for glycogen. 


ANALYSES. 


Analyses were made after drying the substance constant in 
vacuo over P.O; at either room temperature or at 80°C. The 
figures obtained with five specimens were as follows: 


N, by the micro-Kjeldahl method. 12.0-12.3% 


Reduction after hydrolysis. 


A weighed amount (23.65-96.8 mg) was heated in a sealed 
tube with 25 ce. of 1n. HeaSO, by placing for 3 hours in a boiling 
bath. The reduction on ferricyanide after hydrolysis corresponded 
to 15.3-15.9% (average, 15.5%), calculated as glucose (total reduc- 
tion), and after further treatment with phosphotungstic acid,Y 
to 10.7-11.5% (average, 11.2%) (carbohydrate reduction). 

The reducing force was, however, raised when the substance 
was kept, proviously to acid hydrolysis, in contact with dilute 
alkali in the following manner: Mucin was dissolved in 100 times 


1) Consult the paper of Masamune and Tanabe (1938) as regards the 
analytical procedures, 
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its weight of 0.5 n. NaOH, neutralized after 1 hour, and hydrolyzed 
with sulfurie acid as above. The total reduction corresponded to 
19.7% and the carbohydrate reduction to 16.3%, calculated as 
glucose, while they remained low, when the substance was dissolved 
in water by means of 1% NasCOs, taking caution not to shift the 
pH of the solution beyond 7. As the difference between the total 
and carbohydrate reductions was not altered by the NaOH treat- 
ment, there appears to be existent a linkage which is markedly 
resistant to acid but labile to alkali and which protects further 
more a carbonyl radicle of some sugar from being liberated. The 
value of the carbohydrate reduction reached by the above treat- 
ment was approximately the total sum of the reducing forces of 
the individual sugar components,) while the former which was 
measured after direct acid hydrolysis was surpassed markedly by 
the latter. This operation is, therefore, deemed indispensable for 
the reduction assay of this glycoprotein. 

By varying the duration of heating from 38 to 9 hours, no 
change of reduction was caused irrespective of whether or not 
the alkaline treatment was made. 


Glucosamine, by the Masamune-Nagazumz method. 


Values from 10.8 to 10.6% (average: 10.5% ) were obtained. 


Glucuronic acid. 


Naphthoresorcinol test did not indicate the definite presence 
of uronic acid. Furfural produced by HCl-treatment corres- 
ponded to 3.5% of the substance when converted into glucuronic 
acid, ranging from 2.60 to 4.0%. Taking into account the amounts 
of the remaining sugars and protein constituents which also yield 
this aldehyde, although to slight extents, the glucuronic acid pre- 
sent appears not to exceed 1-2%. 


True sugar, by the second method of Masamune and 
Tanabe. 


To give an example: 468.83 and 564.10 mg of a specimen were 


1) The amount of each sugar will be given below. 
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taken and hydrolyzed, the former direct in 8ce. of 1n. H2SO, 
solution and the latter after dissolving in 5ce of 0.6n. NaOH, 
standing for 1 hour and adding finally sulfuric acid up to 1 normal 
acidity. The quantities of the substance applied for reduction 
test and colorimetry were 2.9151 and 3.6963 mg respectively. The 
amounts of the hexose involved in the final solutions are embodied 
in terms of various sugars in the accompanying table. 


Quantity of sugar (% of the final sol.), 
Previous ‘ , expressed as 
feted Reaction 
treatment 
Glucose Galactose Mannose 
Reduction 0.0078 0.0096 0.0079 
Without alkaline “|! yaole 0.0090 0.0115 0.0128 
treatment 
Orcinol 0.0103 0.0078 0.0080 
Reduction 0.0106 0.0131 0.0108 
Ce re Indole 0.0120 0.0155 0.0170 
reatment 
Orcinol 0.0130 0.0100 0.0100 


The glucose values obtained by the different assays agreed 
better than those of either galactose or of mannose. But glucose 
does not appear to be the sugar actually present, because mannose”? 
was found in one of the protein fragments, as will be seen below. 
Probably there exist more than one ordinary sugar. Their average 
values as glucose correspond to 3.1 and 3.2% of mucin. 

Hydrolysis with 1.5n. sulfurie acid for 4-5 hours led to a 
similar result. 


Acetyl, sulfate-S and ash. 


Analytical figures obtained with one of the specimens were: 

Acetyl (by Suzuki’s modification of Friedrich-Rapoport- 
Sternberg method), 6.06%. 

Sulfate-S. (gravimetrically, after hydrolysis with 1n. H.SO, 
by heating at 100°C for 10 hours), 0.07%. 


1) The final volume was 12 ce. 


2) The possibility that it was galactose was not excluded (s. below). 
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Ash, 2.11%. 

Sulfate-S was so scarce that it was deemed to be merely a 
contamination. 

The acetyl content was nearly two equivalents per equivalent 
weight of glucosamine, as was observed by Blix in “Kohlenhydrat 
I” isolated from submaxallary mucin. . 

The figures obtained here resemble closely those of Blix on 
submaxillary mucin as is seen in the appended table. 


Reducing force 
after hydrolysis | Glucos- 
go without prelimi-| amine dss ugar, | Sulfate-s 
nary alkaline % a 2 
treatment 
Submaz, mucin} 14 9.19.6 | (% aa ee 10-12 aS 0.035-0.064 
(Blix) Se Beale (as mannose) | * : 
Subling. mucin 15.3-15.9 rs 3.1-3.2 
(Tanabe) 12.0-12.3 (%, as glucose) 10-3746 (as glucose) 0.07 


Both of the mucins are, moreover, similar in that they gave 
an immediate red colour with Ehrlich’s reagent and in their 
physical properties. 

These facts appear to indicate the identity of the two sub- 
stances. To see if this supposition is valid or not, fractionation 
of the prosthetic portion was undertaken as follows. 


FRACTIONATION OF THE CARBOHYDRATE MOIETY. 
I. Mucortin. 


The mucin was dissolved in 50 times its weight of 2% NaOH 
solution, stood at room temperature (20-25°C) for 5 hours, and 
then the reaction of the solution was moved to pH 5.2-4.2 by means 
of 30% acetic acid, whereupon precipitation occured. The deposit 
was collected by centrifugation and set aside and the supernatant 
liquid was shaken for 24 hours with 1/4 volume of chloroform, 
centrifuged and the chloroform layer was separated by decanta- 
tion. It was then treated over again with a new portion of chloro- 
form, after removal of the suspending protein particles by filtra- 
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tion. An excess of barium carbonate was added to the solution, 
the mixture was agitated on a hot bath until the volume of the 
liquid was reduced to about 1/10 and the transparent liquid 
obtained by centrifugalization was precipitated with 10 volumes 
of glacial acetic acid. After several hours, the deposit was centri- 
fuged, washed at first with a few changes of glacial acetic acid, 
next with many changes of 95% alcohol as long as practically all 
the acetic acid was eliminated and finally with ether, followed by 
drying in vacuo over P2O;. Purification of this product was ac- 
complished by repetition of the whole procedure,” limiting the 
time of alkaline treatment to 3 hours. Yield, 0.4-0.5g¢m. from 
120 em. of the original material. It was clearly soluble in water. 
Neuberg-Saneyoshi’s reaction for uronic acid was intensively 
positive. Buiuret test and Ehrlich’s diazo reaction were negative. 


A remark on the fractionation. 


There was no better yield, on one hand, by extending the 
time of the alkaline hydrolysis and, on the other, when the dura- 
tion of this treatment was limited to three hours, the fragment 
which was precipitated with acetic acid still contained glucuronic 
acid. 


Analyses. 


1. Nitrogen. 4.0 mg substance: 0.1565 mg N (3.9%) 

2. Ash. 43.6 mg substance: 2.9 mg ash (6.65%) 

3. Glucosamine. 33.4mg of the substance were taken for 
hydrolysis and 5.82 mg thereof were found to contain 1.66 mm 
(31.2%) of glucosamine. 

4. Acetyl. 11.04mg substance: 1.10 mg CH2.CO (9.96% ) 

5. Sulfate-S. 52.3 mg substance: 0.72 mg BaSO4(0.19% sul- 
fate-S). 

The figure was very small and showed evidently that sulface-S 
was an impurity. 


1) Nitrogen of the crude product was scarcely reduced by repetition 
alone of precipitation with glacial acetic acid. 
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6. Hexuronie acid, by the furfural method 
16.382 mg substance: 5.5104 meg glucuronic acid (33.7%) 
10.08 mg td : 3.1920 mg a m (el) 


average: 32.6% 

7. True sugar, by the second method of Masamune and 
Tanabe. 

167.4mg of the substance were hydrolysed in 6ce. of In. 
H2SOx, by heating for 3 hours. The final solution remained almost 
colourless after treatment with orcinol and also with indole 
although it contained in lee. the hydrolysis product. of as much 
as 2.15 mg of the substance. No ordinary sugar was thus assumed 
to be present. 

Nitrogen content was 3.9%. But that calculated from glucos- 
amine amounts to 2.4%. The specimen was, therefore, conta- 
minated with nitrogenous impurities, although neither biuret nor 
diazo reaction was shown, and furthermore it was not free from 
mineral substances. Nevertheless, the remaining data of analyses 
accord within the analytical error with the formula of mucoitin 
which is not combined with the sulfate radicle and is found in 
such a mucin as that from the umbilical cord. Acetyl value 
was in the ratio of 1.388 equivalents per equivalent weight of 
glucosamine. From what Suzuki noted, however, the excess is 
attibuted, partially at least, to volatile acids produced from 
glucosamine and glucuronic acid. 


II, The protein fragment precipitable with acetic acid. 


The crude product of the acetic acid-precipitable fraction was 
redissolved in water by addition of the least requisite quantity of 
alkali and reprecipitated with acetic acid. The deposit was washed 
at first with several changes of dilute acetic acid (pH: 4-5), then 
with alcohol thoroughly and finally with ether, and dried in vacuo 
over P.O; at room temperature. The yeild obtained was 115 gm. 
from 240 gm. of the mucin. 


1) A communication of Suzuki on this mucin will be published shortly 
in this journal. 
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Analyses. 


1. Nitrogen. 2.336 mg substance: 0.3746 mg N (16.0%) 

2. Ash. 114.0 mg substance: 1.2 mg ash (1.05%) 

3. Glucuronic acid was estimated by the furfural method, 
taking 73.2 mg of the substance. But the furfural yielded was only 
0.0321 meg [0.2247 mg (0.8%), expressed as glucuronic acid]. Such 
a small amount may be produced from protein and other kinds of 
sugars and its actual presence is not accepted. 

4. Total and carbohydrate reduction. 85.5mg of the sub- 
stance were analyzed as was the musin. Total and carbohydrate 
reduction corresponded to 8.2% and 3.9% as glucose respectively. 

5. Glucosamine. 3871.7 mg of the substance were treated with 
HCl. The coloration by 59.472 mg was as deep as that developed 
by 0.87 mg of glucosamine (1.5%). 

6. Acetyl. Its estimation was not made for the reason that an 
exact value was hardly expected because of the too small content 
of glucosamine which links most probably with this radicle. 

7. True sugar, according to the first method of Masamune 
and Tanabe. 612.919mg were heated with 10 ce. of In. H2SO4 
solution for 10 hours. The final solution when applied to reduction 
test and ecolorimetry contained 7.273 mg of the substance in 1 ce. 
Figures obtained suggested that the sugar present is either mannose 
or galactose as will be seen in the accompanying table. 


Cone. of sugar (% of the final sol.) cale. as 
Reaction 
Glucose Galactose Mannose 
Reduction 0.0094 0.0116 0.0096 
Indole 0.0090 0.0115 0.0128 
Orcinol 0.0140 0.0108 0.0110 


The values expressed as galactose and those as mannose corres- 
pond in averages to 1.55 and 1.52% of the specimen. 
Glucosamine and hexose constitute the polysaccharide, there- 


fore, in the ratio of approximately 1 equivalent per equivalent 
weight. 
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The specimens which were prepared by treatment with alkali 
for 8 and 15 hours gave a similar analysis. 


Identification of glucosanune. 


5gm. of a mucin specimen were subjected, after hydrolysis, 
to benzoylation by the procedures which Hisamura applied to 
chondromucoid. After recrystallization twice, the product in the 
form of characteristic thin needle melted at 213°C and when 
mixed with glucosamine pentabenzoate (F. P. 216°C) at 214°C. 
Nitrogen content was 1.87%. The small yield did not permit 
enough purification but the figures are thought to demonstrate the 
product to be identical with glucosamine pentabenzoate, whereas 
it is not yet certain whether or not glucosamine is the sole amino 
sugar present in this mucin. 


SUMMARY. 


Sublingual mucin was prepared and analyzed and, further- 
more, mucoitin and a cleavage product containing a complex com- 
posed of equimolecular glucosamine and hexose (mannose or 
- galactose) were separated from it. 

The expenses connected with this work. were defrayed by a 
erant from the Foundation for Promotion of Scientific and In- 
dustrial Research of Japan. 
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STUDIEN UBER DIE SPEZIFITAT DES HISTOZYMS. 


VON 


KOTARO NAWA, 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Medizinischen Akademie 
zu Chiba. Direktor: Prof. Dr. S. Akamatsu.) 


(Hingegangen am 25. Mai 1938) 


Im Jahre 1930 hat 86 mit den durch Aceton- und Ather- 
behandlung eetrockneten Organpulvern die Hydrolyse der Ben- 
zoylverbindungen von verschiedenen Aminoséuren vergleichend 
untersucht. Das Experiment ergab, dass die Schweineniere 
Hippursaure, Benzoylasparagin und Benzoyltyrosin hydrolysiert, 
wahrend die Hundeniere Hippursiure und Benzoylasparagin 
hydrolysiert, aber Benzoyltyrosin nicht, und die Schweineleber nur 
Hippurséure hydrolysiert, wohl aber Benzoylasparagin und Ben- 
zoyltyrosin nicht. Es kann bekanntlich manchmal vorkommen, 
dass das Ferment des Organs schon wihrend der Ather- und 
Acetonbehandlung mehr oder weniger inaktiviert wird. Daher 
kann man wohl nicht ohne weiteres sagen, dass sich die von S6 
untersuchten Organe auch in frischem Zustand gegen die ver- 
schiedenen Benzoylaminosduren fermentativ gleich verhalten 
wiirden, jedoch ist das obenerwaihnte Ergebnis des Versuchs mit 
den Organpulvern schon an sich sehr interessant und bietet zu 
weiterem Studium verschiedene Fragen iiber die Spezifitit des 
sogenannten Histozyms dar. Diesen Versuch von S06 in Betracht 
ziehend, hat Akizuki(1937) drei Arten Ferment, nimlich Glycin-, 
Asparagin- und Tyrosin-Histozym aus dem Glycerinextrakt der 
Schweineniere isoliert. Das Glycinhistozym hydrolysiert Hippur- 
siure, aber Benzoylasparagin tnd Benzoyltyrosin nicht. Das 
Asparaginhistozym hydrolysiert Benzoylasparagin, aber andere 
zwei Arten Benzoylaminosiure nicht. Das dritte, Tyrosinhistozym, 
wirkt spezifisch, wie die Benennung zeigt, nur auf Benzoyltyrosin, 
aber hydrolysiert die tibrigen beiden nicht. Damit konnte die 
Spezifitat des sogenannten Histozyms betrachtlich klar gestellt 
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werden. 

Wenn man aber die weiteren Ergebnisse der Berichte von 86 
und Akizuki erwagt, bemerkt man noch folgende Punkte: Erstens 
die Angabe von Akizuki tiber das Verhalten der isolierten 
Histozyme gegen die Chloracetylderivate der Aminosduren. Nach 
Akizuki hydrolysiert das Glycinhistozym Chloracetyltyrosin nicht, 
wohl aber Chloracetylasparagin und Chloracetylglycin, auch soll 
das Asparaginhistozym Chloracetyltyrosin nicht hydrolysieren, 
aber Chloracetylasparagin und zugleich Chloracetylglycin. Das 
Tyrosinhistozym hydrolysiert Chloracetyltyrosin, aber es ist gegen 
Chloracetylderivate des Glycins und Asparagins inaktiv. Die 
Tatsache, dass das Glycin- und Asparaginhistozym das Benzoyl- 
elycin resp. Benzoylasparagin je selektiv zu hydrolysieren im- 
stande war, wahrend die Chloracetylderivate des Glycins und 
Asparagins von beiden.Fermenten zugleich gespalten wurden, 
scheint darauf hin zu deuten, dass neben der Art von Aminosauren 
noch die Art der damit verbundenen Saureradikalen~ die aus- 
gewahlte fermentative Hydrolysierbarkeit der betreffenden Acyl- 
aminosdure bedingen wird. Von Standpunkt der Spezifitat des 
Ferments muss das Verhaltnis weiter und zwar unter Gebrauch 
von verschiedenen Substraten studiert werden. Zweitens hat S6 
beobachtet, dass das Organpulver sowohl Phenacetylglycin als auch 
Hippurséure hydrolysieren kann; daraus hat er damals geschlossen, 
dass das mit Aminoséuren verbundene Siureradikal, nimlich der 
Benzoyl- oder Phenacetylrest, keine besondere Beziehung zu der 
Spezifitat des Histozyms hat. Aber seitdem ist unsere Kenntnis 
tiber das Histozym etwas vertieft worden, und der oben erwaihnten 
Erwagung gemass muss die Meinung von S86 nochmals gepriift 
werden. 

Ich habe daher unter Leitung von Prof. Akam‘atsu eine noch 
eingehendere Untersuchung iiber die Spezifitat des Histozyms aus- 
geftihrt. Fur die vorliegenden Versuche wurden die folgenden 


1) In der Tabelle X der Arbeit: “Studien iiber das Histozym”’ von 
H. Akizuki (diese Zeitschrift, 25, 59), ist das Ergebnis der Hydrolyse des 
Chloracetylasparagins und Chloracetyltyrosins durch Asparaginhistozym ver- 
sehentlich verwechselt worden. 
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12 Acylaminosiuren vorbereitet. 
1. Hippursaure. 
Benzoylasparagin. 
Benzoyltyrosin. 
Chloracetylglycin. 
Chloracetylasparagin. 
Chloracetyltyrosin. 
Acetylglycin. 
Acetylasparagin. 
Acetyltyrosin. 
Phenacetursdure. 
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Phenacetylasapragin. 
12. Phenacetyltyrosii. 

Ich isolierte aus dem Glycerinextrakte der Schweineniere drei 
verschiedene Histozyme: Glycin-, Asparagin- und Tyrosinhistozym, 
um jedes auf jene 12 Arten von Acylaminoséuren einwirken zu 
lassen. Nach Akizukis Methode waren das Glycin- und Tyrosin- 
histozym leicht zu isolieren, aber bei der Herstellung des Asparagin- 
histozym bin ich auf die Schwierigkeit gestossen, das Vorhanden- 
sein des mehr oder weniger aktiven Glycinhistozyms in der bereite- 
ten Asparaginhistozymlésung zu umgehen. Demnach_ priifte ich 
verschiedene Stufen des Isolierungsverfahrens Akizukis. Dieses 
Verfahren bestand aus: erstens 30 minutiger Erhitzung auf 55° 
des Glycerinextrakts, um das darin enthaltene Tyrosinhistozym 
vorerst zu inaktivieren, zweitens aus der Alkoholfallung des 
abgektihlten Zentrifugats bei Pu 5, drittens der Auflésung des 
Niederschlags in ammoniakalischem Glycerin, viertens der noch- 
maligen Alkoholfallung der Losung bei PH5 und letztens der 
Suspendierung des Niederschlages in Glycerinwasser und der fol- 
genden vorsichtigen Neutralisation mit Natronlauge. Ich be- 
merkte aber, dass die halbstiindige Erhitzung auf 55° entbehrlich 
ist und fallen gelassen werden muss, weil das Tyrosinhistozym 
wihrend des nachfolgenden Verfahrens weggeschafft wird und aus- 
serdem die Erhitzung eine teilweise Inaktivierung des Asparagin- 
histozyms selbst verursachen kann. Bei dem Ansauren des 
Glycerinextrakts zu Pu 5 bleibt das Asparaginhistozym in Losung 
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und aus der tiberstehenden Fliissigkeit kann das Ferment durch 
Alkohol gefallt werden, wie schon Akizuki angegeben hat. Diese 
Fallung schliesst jedoch das Glycinhistozym ein, obwohl in weit 
geringerer Menge als in dem Ausgangsextrakt. Um das haften- 
bleibende Glycinhistozym zu entfernen, hat Akizuki bloss die 
Alkoholfallung bei Pu 5 wiederholt. Hs gelang ihm damit, das 
Asparaginhistozym von dem Glycinhistozym frei zu bekommen. 
Zur Beseitigung des Glycinhistozyms bin ich mit der folgenden 
Erwaigung aber anders verfahren. Kiirzlich hat in hiesigem In- 
stitut Mori das Glycinhistozym studiert. Nach ihm, dessen 
Ergebnis bei nachster Gelegenheit mitgeteilt wird, ist das Glycin- 
histozym in wassriger Losung bei PH 5 sehr unbestandig und wird 
schnell inaktiviert. Ich benutzte diese Labilitét des Glycin- 
histozyms zu meinem Zweck. Um die Alkoholfallung bei PH5 
aufzuldsen, habe ich 10% Rohrzuckerloésung gebraucht, weil nach 
Akizuki bei Anwesenheit des Zuckers das in wassrige Lésung 
schwer tbergangliche Ferment auch in Lésung zu _ halten ist. 
Genaue Angabe des Verfahrens wird im experimentellen Teil 
gemacht. Auf diese Weise konnte ich -Asparaginhistozymlosung 
bekommen, die aber auf die Hippursdéure gar nicht einwirkte. 
Damit waren die 3 Arten von Histozym zum Experiment bereitet. 

So liess ich sie auf die oben angegebenen 12 Acylaminosauren 
einwirken (Tabelle II). Dieses Ergebnis zeigt an, dass das 
isolierte Glycin-, Asparagin- bzw. Tyrosinhistozym je spezifisch 
auf die Benzoylaminosadure einwirkt, und dass das Glycin- und 
Asparaginhistozym sowohl Chloracetylglycin, als auch Chloracetyl- 
asparagin hydrolysiert, aber das Chloracetyltyrosin nicht. In 
Ubereinstimmung mit Akizukis Angabe kann das Chloracetyl- 
tyrosin nur dureh das Tyrosinhistozym gespalten werden. Nun 
hydrolysierte aber das Tyrosinhistozym ausser Chloracetyltyrosin 
noch Chloracetylglycin und Chloracetylasparagin. Nach Akizukis 
Ergebnis hydrolysiert Tyrosinhistozym wohl Chloracetyltyrosin, 
aber die anderen zwei Chloracetylaminosaéuren nicht. Ferner ver- 
halten sich Acetylaminoséuren gegen die isoilerten Histozyme nach 
meinen Untersuchungsresultaten ganz in gleicher Weise wie die 
Chloracetylaminosauren. 
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Schon Akizuki selbst hat aus seinem Ergebnis geschlossen, 
dass es zu weit gehend wire, wenn man das Ferment, welches Ben- 
zoylaminosaure hydrolysiert, fiir das gleich hielte, welches die 
Chloracetylaminoséure hydrolysiert. Das ist, nach Betrachtung 
des oben erwahnten Ergebnisses, auch meine Meinung. Ehe weiter 
in diese Spezifitaitsfrage eingegangen wird, wollen wir zuerst das 
Verhalten der dreierlei Histozyme zu den Phenacetylaminosauren 
betrachten. 

Das Glycinhistozym hydrolysiert nur Phenacetursiure, und 
das Tyrosinhistozym nur Phenacetyltyrosin, aber das Asparagin- 
histozym, in sehr interessanter Weise, Phenacetylasparagin nicht. 
Wenn man in Betracht zieht, dass der ftir Isolierung dieses 
Asparaginhistozyms gebrauchte Schweineniereglycerinextrakt 
(Tabelle I) sowohl Benzoylasparagin, als Phenacetylasparagin 
hydrolysiert, kann man daraus schliessen, dass das Ferment, 
welches Benzoylasparagin hydrolysiert, und dasjenige, welches 
Phenacetylasparagin hydorlysiert, voneinander verschieden sein 
miissen. Daraus ergibt sich, dass das Glycinhistozym auch von 
dem Ferment, welches Phenaceturséiure hydrolysiert, verschieden 
sein muss. Diese Arbeitshypothese wollte ich experimentell ver- 
wirklichen. 

Im allgemeinen gesagt, ist die Methode, die die Fermente 
voneinander zu trennen beabsichtigt, sehr einfach, wenn man nur 
das ausgemachte Ergebnis in’s Auge fasst. Aber nur der feste 
Glauben an die Méghchkeit der Isolierung und die ausdauernde 
Geduld trotz der grossen erfolglosen Miihe bringen in manchen 
Fallen das Gelingen der Isolierung. Natiirlich ist es vorerst 
notwendig, das zur Isolierung geeignete Material auszuwahlen. 
Ich sah das Ergebnis von S6 (1930) durch und fing an, mit der 
Hiihnerleber zu versuchen. S06 hat mitgeteilt, dass das Pulver 
der Hiihnerleber Phenacetursiure stirker als Hippursaure hydro- 
lysiert. Das hat sich auch wohl bestitigt, doch wollte ich mit 
dem Glycerinextrakte des frischen Organs arbeiten, weil das 
Ferment aus jenem Pulver schwer zu extrahieren war. Die erzielte 
Isolierungsmethode der Fermentlésung, die das Phenacetylglycin 
spaltet aber auf das Benzoylglycin unwirksam ist, wird ausftihrlich 
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im experimentellen Teil angegeben. Die Isoherung wurde noch 
viermal gepriift und jedesmal konnte eine Fermentlosung erhalten 
werden, die die Phenaceturséure in 16 Stunden 10-16% hydro- 
lysierte, aber die Hippurséure in derselben Zeitdauer nicht. 
Ferner, als die Wirkung der Fermentlosung auf Hippursaéure und 
Phenacetursiure andauernd untersucht wurde, wurde die 
Phenacetursaure in 16 Stunden 14% und in 40 Stunden 25% 
hydrolysiert, dagegen konnte mit der Hippursaure wahrenddessen 
unter derselben Bedingung kein Zuwachs der nach Willstatter 
titrierbaren Carboxylgruppe gemessen werden. Nach dem Verlauf 
von 136 Stunden, als 54% Phenacetursaurehydrolyse beobachtet 
wurde, war aber nur 5%ige Hippursadurespaltung zu beweisen. 
Diese Fermentlosung wurde dann auf die 12 Arten Acylamino- 
sAuren einwirken gelassen. Das Hrgebnis zeigt Tabelle III. 
Namlich diese Fermentlésung hydrolysierte keine Benzoylamino- 
sdure, aber sie war aktiv gegen das Chloracetylglycin und Chlora- 
cetylasparagin, und ausserdem gegen das Phenacetylasparagin. 
Das zeigt eindeutig, dass das Ferment, das die Phenacetursadure 
hydrolysiert, von Glycinhistozym, welches gegen die Hippursaure 
gerichtet ist, verschieden ist. Im hiesigen Institut stellte neuerlich 
Mori eine Fermentlosung dar, welche die Hippursaure stark 
hydrolysiert, aber auf Phenaceturséure gar nicht einwirkt. Die 
Herstellung dieser Fermentlésung wird demnachst von Mori mit- 
geteilt. Hippursaure und Phenacetursiure werden also je spezi- 
fisch fermentativ gespalten. 

Unter diesen Umstanden ist die Benennung von Histozym an 
sich schon sehr unpassend, um die Spezifitat des einzelnen Ferments 
auszudrucken. Akizuki hat es wohl bemerkt, als er das spezifische 
Verhalten der Benzoylaminosauren gegen die Fermente studierte, 
doch wollte er konservativ jene Benennuneg vorlaufig noch bei- 
behalten. Das ist aber jetzt nicht mehr angingig. Die spezifische 
Hydrolysierbarkeit der acylierten Aminoséuren wird erstens durch 
die Arten von Aminosiuren und zweitens durch die Arten der 
Acylgruppen bedingt. 

Also nahm ich die Benennung der Acylase, die neuerlich von 
vielen Seiten gebraucht wird, auf, und méchte gern die Acylasen, 
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die tiberhaupt die Benzoylaminoséiuren hydrolysieren, als die 
Benzoacylasen definieren und unter ihnen dasjenige Ferment, das 
die Hippursiiure spezifisch hydrolysiert und friiher von Akizuki 
Glycinhistozym genannt wurde, nun Glycinbenzoacylase nennen. 
Demnach muss Asparaginhistozym als Asparaginbenzoacylase, 
Tyrosinhistozym Tyrosinbenzoacylase und dasjenige, das Phen- 
acetursdure hydrolysiert, Glycinphenacetoacylase genannt werden. 
Was nun die Verschiedenheit der Glycinphenacetoacylase von 
Asparaginphenacetoacylase betrifft, ist die Isolierung dieser beiden 
voneinander noch nicht gelungen. Ich suchte vergeblich die aus 
Hiihnerleber gewonnene Glycinphenacetoacylase frei von Aspara- 
ginphenacetoacylase zu machen, oder umgekehrt. Anderseits 
enthielt die nach Akizuki isolierte Glycinbenzoacylase noch 
Glycinphenacetoacylase, aber hydrolysierte Phenacetylasparagin 
nicht. Das deutet*uns an, dass Glycinphenacetoacylase Phenacetyl- 
asparagin nicht hydrolysiert. 

Nun wollen wir nochmals die Frage der Hydrolyse von Acetyl- 
und Chloracetylaminosdéuren aufnehmen. Hs soll zuerst vorliufig 
erwadhnt werden, dass es uns jetzt gelungen ist, eine Fermentlésung 
herzustellen, die sowohl die Acetyl- als auch die Chloracetylamino- 
sdure aufzuspalten imstande ist, aber auf die Benzoyl- (und 
Phenacetyl-) Aminosdure unwirksam ist. Man kann also die 
Existenz von Aceto- resp. Chloracetoacylase annehmen. 

Soweit wir untersuchten, verhielten sich das Acetyl- und 
Chloracetylderivat von einer Aminosdure gegen Fermentlésung in 
den meisten Fallen in gleicher Weise. Eine Ausnahme konnte ich 
aber bei der obenerwihnten Glycinphenacetoacylaselésung aus 
Hiihnerleber beobachten. Hier waren die Acetylaminosiuren 
intakt, wahrend Chloracetylglycin und -asparagin aufgespalten 
wurden. Falls es im umgekehrten Sinne eine ausschliesshch auf 
die Acetylaminoséuren wirksame Fermentlosung geben wiirde, 
konnte man von spezifischer Acetoacylase und Chloracetoacylase 
sprechen. Man kann jedenfalls die Aceto- resp. Chloracetoacylase ° 
der Benzoacylase und der Phenacetoacylase gegentiber stellen. 
Dariiber, ob man aber unter den beiden ersten Acylasen noch 
die Glycin-, Asparagin- resp. Tyrosinacetoacylase usw. differen- 
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zieren kénne, sind wir nicht in der Lage, entscheidend etwas zu 
sagen, weil es sich in unseren bisherigen Acylasestudien haupt- 
sdchlich um die Spezifitatsfrage der Benzo- und Phenacetoacylase 
handelte, und bis jetzt die Acetoacylase noch nicht genug analytisch 
untersucht wurde. 

Die Spezifitit des “Ferments hinsichtlich der chemischen 
Struktur des Substrats ist an Carbohydrase am meisten ausgepragt 
differenziert. Es gibt aber eine Bestrebung, die zahllosen Carbo- 
hydrasen experimentell auf beschrankte Gruppen zu reduzieren. 
Gegen soleche Neigung in der Fermentlehre spricht sicher unser 
Ergebnis der Acylasestudien. Ob unsere Stellungsnahme weiter 
bei anderen Acylasen bewiesen wird, hangt ausschliesslich von dem 
Ergebnis der zuktinftigen Forschung ab. 


EXXPERIMENTELLER TEIL. * 


I. Substrate. 


1) Hippursdure (Merck) wurde einmal aus heissem Wasser 
umkristallisiert. 

2) Benzoylasparagin wurde nach Akizuki (1987) bereitet. 
Schmelzpunkt 198°. 

3) Benzoyltyrosin wurde nach 86 aus dem Benzoyltyrosin- 
athylester hergestellt. Schmelzpunkt 164°. 


Analyse R 


0.03740 g Substanz liefert 1.8834 mg Kjeldahl N. 
CicHisNO.1 (285.13) gef. N 4.90%, ber. N 4.91%. 


4) Chloracetylglycin wurde nach Akizuki (1937) dar- 
gestellt. Schmelzpunkt 98°. 


Analyse: 


0.059675 g Substanz liefert 5.60 mg Kjeldahl N. 
ClC:HcOsN (151.52) gef. N 9.88%, ber. N 9.24%. 


5) Chloracetylasparagin. Schmelzpunkt 148°. 
6) Chloracetyltyrosin. Schmelzpunkt 154°. 
Die beiden wurden nach Fischer bereitet. 
7) Acetursdure wurde nach Curtius (1884) dargestellt. 
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Schmelzpunkt 205°. 
Analyse: ; 
0.05644 g Substanz liefert 6.744 mg Kjeldahl N. 
C:H;NOs(117.06) gef. N 11.94%, ber. N 11.96%. 
8) <Acetylasparagin wurde nach Karrer und Schlosser 
(1923) dargestellt. Schmelzpunkt 164°,* 
Analyse: 
0.03916 g Substanz liefert 6.300 mg Kjeldahl N. 
CsHu0.N2(174.09) gef. N 16.08%, ber. N 16.09%. 

9) Acetyltyrosin wurde in folgender Weise dargestellt. Man 
acetyliert das Tyrosinathylester in Chloroform mit Acetylchlorid. 
Die Chloroformlésung wird mit Natriumsulfat getrocknet, unter 
vermindertem Druck konzentriert und dann der Acetyltyrosin- 
athylester durch Zusatz von Petrolather gefallt. Nach Verseifung 
des Esters wird die dem Alkali adquivalente Menge Salzsdure 
zugefiigt und die Losung unter vermindertem Druck bis zum 
Trocknen verdampft. Aus dem Riickstand wird das Acetyltyrosin 
dureh Alkohol extrahiert und mit Ather gefillt. Ausgeschiedene 
Krystalle werden aus Wasser umkrystallisiert. Schmelzpunkt war, 
mit der Angabe von Takenaka (1920-21) tibereinstimmend, 149°. 

Analyse : 
0.013825 g Substanz liefert 0.896 mg Kjeldahl N. 
CuHis0.N (223.11) gef. N 6.48%, ber. N 6.27%. 
10) Phenacetursiure wurde nach Hotter (1887) hergestellt. 
Schmelzpunkt 148°. 
Analyse : 
0.05885 g Substanz liefert 4.144mg Kjeldahl N. 
C1Hiu0sN (193.09) gef. N 7.04%, ber. N 7.25%. 
11) Phenacetylasparagin wurde nach Shiple und Sherwin 
(1922) dargestellt. Schmelzpunkt 182-184°. 
Analyse: 
0.02532 g Substanz liefert 2.850 mg Kjeldahl N. 
CisH10.N2 (250.12) gef. N 11.25%, ‘ber. N 11.20%. 

12) Phenacetyltyrosin. Der Tyrosinathylester wird nach 

dem Prinzip der oben beschriebenen Acetyltyrosinherstellung 


246 K. Nawa: 


acyliert und dann verseift. Das bei dem Ansduern ausgeschiedene 
Phenacetyltyrosin wurde aus heissem Wasser umkrystallisiert. Die 
Krystalle bildeten Blattechen und schmolzen bei 118°. 


Analyse: 


_ 0.11396 g Substanz liefert 5.278 mg Kjeldahl N. 
OuvHuNO:(299.16)  gef. N 4.63%, ber. N 4.68%. 


IT. Versuchsanordnung. 


Oben: beschriebene 12 Acylaminoséuren wurden alle in Aqui- 
valenter Natronlauge gelést. Die Zusammensetzung der Probe war 
folgende: 


M/Z Substratlosung 1.25 eem 
M/10 Phosphatpuffer (PH 7) OS ee 
Fermentlosung 2.50" 5, 


Der Kontrolleversuch bestand aus: 


Wasser 1.25 cem 
M/10 Phosphatpuffer We25 tess 
Fermentlosung 20. 


Jede Probe wurde in 100 cem Erlenmeyer Kolben angestellt, 
mit einigen Tropfen Toluol als Antisepticum versetzt, mit Gummi 
dicht verstopft und in den Brutschrank von 37° gestellt. Die 
Versuchsproben wurden sofort und nach 24 Stunden nach 
Willstatter mit M /5 alkoholischer Kalilauge titriert. 3.125 cem 
Zuwachs des Alkaliverbrauchs entspricht 100% Hydrolyse. 


III. Fermentlosung und Ergebnisse. 


1) Schweinenierenglycerinextrakt. Dieser Extrakt wurde 
nach Akizuki hergestellt. Die Wirkung war folgende: 


TABELLE I, 
Zuwachs des 
Substrat Alkaliverbrauchs Hydrolyt. % 
(eem) 

Hippursiure 2.70 52.8 
Benzoylasparagin 0.46 14.7 
Benzoyltyrosin 0.76 24.3 
Phenacetursiure 0.42 13.4 
Phenacetylasparagin 0.15 4.8 
Phenacetyltyrosin 0.55 17.6 
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- 2) Glycinbenzoacylase (Glycinhistozym nach Akizuki). 

Es wurde nach Akizuki aus der tiberstehenden Lésung des 
30 Minuten bei 55° erhitzten Glycerinextraktes der Schweineniere 
dargestellt. 

3) Asparaginbenzoacylase (Asparaginhistozym nach Aki- 
zuki). 

Der Glycerinextrakt der Schweineniere nach Akizuki wird 
unter Abktihlung im EHiswasser durch Zusatz von M/2 Essigsaure 
zu PH 5 angesduert, nach 10 Minuten zentrifugiert, dann die iiber- 
stehende Lésung unter Abkiihlung mit der gleichen Menge von 
absolutem Alkohol versetzt und wieder nach 10 Minuten zentri- 
fugiert. Den Bodensatz suspendiert man in 10% Zuckerlosung. 
Das Volumen der Zuckerlésung macht zwei Drittel des gebrauchten 
Extrakts aus. Nach 1 stiindigem Stehenlassen bei 37° wird die 
Loésung durch N/10 Natronlaugezusatz neutralisiert. 

4) Tyrosinbenzoacylase (Tyrosinhistozym nach Akizuki). 

Es wurde nach Akizuki aus dem Niederschlag des 30 Minuten 
bei 55° erhitzten Glycerinextraktes bereitet. 

Die Wirkungen der oben dargesteliten drei Acylasen werden 
zusammen in Tabelle IT angegeben. 


TABELLE II. 


Zuawachs d. Alkaliverbrauchs u. Hydrolyt. %. 


“ Glycin- Asparagin- Tyrosin- 

Arten d. Acylase benzoacylase benzoacylase benzoacylase 
Substrat ecm % cem % ecm %o 
Hippursaure 0.84 26 0 0 0 0 
Benzoylasparagin 0 (0 0.32 10 0 0 
Benzoyltyrosin 0 0 0 0 0.56 17 
Chloracetylglycin 2.56 2 1.80 57 0.50 16 
Chloracetylasparagin 1.62 52 0.80 25 0.21 6 
Chloracetyltyrosin 0 0 0 0 0.76 24 
Acetylglycin 1.96 63 0.75 24 0.61 19 
Acetylasparagin 1.40 44 0.15 4 0.25 8 
Acetyltyrosin 0 0 0 0 0.50 16 
Phenacetursaure 0.17 5.4 0 0 0 0 
Phenacetylasparagin 0 0 0 0 0 0 
Phenacetyltyrosin 0 0 0 0 0.45 14 
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5) Glycinphenacetoacylase aus Hiihnerleberglycerinextrakt.+ 

Glycerinextraktion geschieht wie bei Schweineniere. Nach 
Verdiinnung mit gleichem Volumen Wasser wird der Glycerin- 
extrakt durch M/2 Essigsiurezusatz zu Po 5 angesaduert, dann nach 
1 stiindigem Stehenlassen im Hiswasser zentrifugiert. Der Boden- 
satz wird in ammoniak-alkalischer 10% Zuckerlésung gelost, bei 
Zimmertemperatur eine Halbstunde stehen gelassen, durch Zusatz 
von Hssigsiure wieder zu PH 5 angesduert und nochmals im His- 
wasser 1 Stunde stehen gelassen, dann zentrifugiert. Dieser 
Bodensatz wird wieder in Zuckerammoniaklisung bei Pu7 geldst. 
Die Fermentlosung ist praktisch frei von der Glycinbenzoacylase, 
wie die folgende Tabelle III zeigt. 


TABELLE III. 


Zeitdauer 16 Stdn. 40 Stdn. 136 Stdn. 
Zuwachs Zuwachs Zuwachs 
d. Alkali- | Hydro- | d. Alkali- | Hydro- | d. Alkali- | Hydro- 
Substrat ver- lyt. ver- lyt. ver- lyt. 
brauchs | % brauchs % brauchs %o 
(eem) (eem) (eem) 
Hippursaure ° 0 0 0 0 SS ORLG 5 
Phenacetur- 
sdure 0.45 14 0.79 25 1.69 54 


Hydrolytische Wirkung der Glycinphenacetoacylase auf 12 
Acylaminoséuren war wie folgt: 


TABELLE IV. 


; Zuwashs des é 
Substrat Alkaliverbrauchs (eem) Hydrolyt. % 
Hippursiure 0 0 
Benzoylasparagin 0 0 
Benzoyltyrosin 0 0 
Chloracetylglyein 0.50 16 
Chloracetylasparagin 0.60 19 
Chioracetyltyrosin 0 0 
Acetylglycin 0 0 
Acetylasparagin 0 0 
Acetyltyrosin 0 0 
Phenacetursaiure 0.47 15 
Phenacetylasparagin 0.19 6 
Phenacetyltyrosin 0 0 
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UNTERSUCHUNG UBER DEN FETTSTOFFUMSATZ 
DES SEIDENRAUPENKORPERS. 


Uber die Verdnderung des Steringehalts im Brutstadium 
der Seidenraupe. 


Von 


SHIZUO MURAO. 


(Aus dem Biochemsichen Institut der Kumamoto Med. Fakultat. 
Vorstand: Prof. Dr. S. Kato.) 


(Hingegangen am 7. Juni 1938) 


Die Beobachtung der Verdnderung des Steringehalts im 
Brutstadium der Seidenraupe darf zur Untersuchung iiber den 
Sterinumsatz als gute Information dienen, da die Seidenraupe in 
diesem Stadium als ein selbstandiges Lebewesen, das von aussen 
mit keinem Nahrungsstoffe versehen ist, ein kompliziertes Leben 
treibt. Und auch die den Winterschlaf haltenden Seidenraupeneier 
konnen durch den geeigneten Reiz unter der gemissigter Tempera- 
tur und Feuchtigkeit nach etwa 2 Wochen ausgebriitet werden, 
eine giinstige Bedingung, die der Untersuchung im Brutstadium 
keine zeitliche Beschrinkung zulasst. Beobachtet sind also die 
Veranderungen des Cholesterins im Brutstadium bei allerlei Arten 
der Seidenraupe und auch dabei der Unterschied zwischen der 
Seidenraupe von reiner Zucht und der Bastardart. 


EXPERIMENTSSUBSTANZ UND -METHODE. 


Am 3. Tage der Erwarmung tritt das genetisch verinderungs- 
reichste Stadium auf, wo das Mesoderm und Ectoderm im Embryo 
sich mit dem allmahlichen Wachsen nach und nach invertiert und 
sich in die entgegengesetzte Seite im Hi versetzt, dann das Endo- 
derm sich entwickelt und die Organe sich zu gestalten anfangen. 
Am 8. Tage der Erwirmung wird der Dotter vollstandig resorbiert, 
das Nadelloch schliesst sich, und das Embryo nimmt die Gestalt der 
Ameisenraupe an und wird mit vier Membranen, Hierschale, Dotter- 
membran, Chorion und Amnion bedeckt, wahrend das weisse 
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Embryo sich allmahlich blaulich farbt. Bis zum 13. Tage aber 
werden Dottermembran, Chorion und Amnion nach und nach ins 
Embryo resorbiert, und auf dem Korper entwickelt sich eine Anzahl 
roher Haare, bis endlich eine Raupe aus der Hierschale schlipft. 
So habe ich denn Versuchsraupen in folgenden vier Stadien gewon- 
nen, 1) vor der Erwarmung, 2) am 3. Tage nach der Erwarmung, 
wo das Embryo sich invertiert, 3) am 8. Tage nach der Erwarmung, 
wo der Dotter vollkommen resorbiert worden ist, und 4) im Stadium 
der Ameisenraupe direkt nach der Ausbriitung. Die bei diesem 
Experiment benutzten Seidenraupen sind von 9 Arten, die folgen- 
derweise aus Arten von reiner Zucht und deren Bastardarten 
bestehen und dazu kommen noch zwei Arten, namlich “Daizo” und 
“China 7X China 13.” 


Europa 7 China 4 Japan 107 China 101 


Europa 7xChina 4 | China 4xJapan 107 China 4xChina 101 
Europa 7xJapan 107 Japan 107xChina 101 


Gewonnene Substanzen werden jedesmal in einem Morser 
zermalmt, in ein gewogenes Wagekolbchen hineingetan und auf 
einem Wasserbad vollstandig getrocknet. Ferner werden sie in 
einem Exsicator 2 Stunden lang abgekiihlt, und danach wird ihr 
Trockengewicht gewogen. Das durechschnittliche Gewicht eines Hies 
wird vom Gewicht der 100 Hier jeder Art ausgerechnet, und die totale 
Zahl der gesamten Hier wird demnach aus ihrem Gewicht berechnet. 


Bestimmung des Sterins im Seidenraupenkorper. 


Bei der Bestimmung des Sterins im Seidenraupenkorper ver- 
halt es sich anders als bei der Bestimmung des Cholesterins im 
Gewebe anderer Tiere, némlich bei jener Bestimmung entweder 
nach der Colorimetrie oder nach der Gravimetrie wird das Lésungs- 
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mittel deutlich durch unverseifbare Substanz so gefarbt, dass nach 
der Colorimetrie die dunkelbraune Farbe die Reaktionsfarbe von 
Liebermann-Burchard verschmutzt, und dass nach der Gravi- 
metrie sich die unverseifbare Substanz mit Digitonin verbindet. 
Auch bei der Bestimmung des Sterins im Morusblatt wurde friiher 
dieselbe Tatsache bemerkt [Murao(1938a)], woraus sich wahr- 
scheinlich ergibt, dass die betreffende farbstoffliche unverseifbare 
Substanz nichts anderes als etwas Lipochromihnliches ist, das aus 
dem Morusblatt ins Seidenraupengewebe aufgenommen worden ist. 
Durch meine Bemiihung um die Beseitigung des Farbstoffes habe 
ich eine Bestimmungsmethode erfunden, eine Modifizierung jener 
Sudo’schen behandlungsgenauesten Bestimmungsmethode der 
unverseifbaren Substanz: 

Hiner bestimmten Menge von getrocknetem Pulver der ange- 
gebenerweise behandelten Seidenraupeneier oder Ameisenraupen 
wird die 5 fache Menge Normal-Natronlauge zugesetzt. Durch 
Erwarmung in einem Wasserbad bei 100°C quillt das Gewebe etwa 
nach 10 Minuten auf, das man noch weiter mehr als 2 Stunden 
lang erwarmt, manchmal umritihrend, um die Zersetzung des 
Hiweissstoffes und des Fettes zu vervollstandigen. Nach dem Auf- 
treten der Verseifung versetzt man es.in einen Scheidetrichter, 
worein man, vor der Abktihlung (etwa bei 50°) zuerst 10 eem Saiz- 
sdure (spez. Gew. 1,15) mengt. Nach der Abkiihlung giebt man 
nochmals 10 cem Salzsaure dazu. Nach der vollstaéndigen Abktih- 
lung setzt man 5 cem Ather hinzu und versetzt dann den braun- 
gefirbten Ather vorsichtig in einen Kolben. Den im Trichter 
zurtickgeblebenen Niederschlag lost man in etwa 5cem Normal- 
Natronlauge auf, setzt 30-50 cem Ather hinzu und schiittelt. Dem 
setzt man ferner starksaure Mutterlauge hinzu und _ schiittelt 
hinlanglich, wodureh sich die in der Mutterlauge sowie in dem 
Ausgeschiedenen befindliche Fettsiiure ausnahmslos in den Ather 
versetzt. In dieser Weise wiederholt sich die Behandlung, bis der 
Ather sich nicht mehr firbt, um das im Ather Auflosbare in der 
Mutterlauge zu sammeln. Dann verdampft man die Atherlisung, 
lost den Rest in Reinather auf, filtriert durch den Asbestfilter 
und verdampft das Filtrat, um den Ather vollstiindig zu beseitigen. 
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Dann laugt man die Lésung mit Petroleum-Ather (50°-70°), (da 
die Lésung dabei milchartig triibe wird, bedecke man sie mit der 
Urschale und lasse etwa 1 Stunde lang liegen, bis sie sich als 
harzartige Tropfen auf dem Boden absetzen.), filtriert sie durch 
einen Asbestfilter, versetzt dann in einen Scheidetrichter, mengt 
die 30-40 fache Menge der n/5 KOH-Absolutalkohollosung ein und 
verseift. Darauf mengt man darein eine gleiche Menge Wasser, 
und schiittelt die Losung, die sich dann in zwei Schichten, Petro- 
leumather und Alkohol, scheidet. Die unverseifbare Substanz be- 
findet sich aufgelost im Petroleumather, wihrend die Seife sich in 
den Alkohol auflést. Nun versetzt man den Petroleumather in 
den Kolben, laugt die Alkohollésung der Seife nochmals mit 30- 
40 eem Petroleumather aus und verdampft sie samt der gewonnenen 
Petroleumatherlosung. Um die kleine Menge der vermischten 
Fettsaure zu beseitigen, lost man den Verdampfungsrest in einer 
kleinen Menge Alkohol auf, gibt dazu 0,5-1 cem der n/10 NaOH- 
Alkohollésung, verdampft die Loésung auf einem Wasserbad, 
trocknet sie 15-20 Minuten lang bei 100°C und filtriert durch den 
Asbestfilter. Dieses Filtrat enthalt nur Sterin und die unbekannte 
unverseifbare Substanz. Man verdampft das Filtrat, trocknet es 
bei 100°C, laugt es warm 2-3 mal mit 4-5cem Chloroform aus, 
versetzt es samt dem Chloroform in einen Scheidetrichter, setzt 
4-5 cem destilliertes Wasser hinzu und scheidet den Wasserteil 
durch leichte Erschiitterungen. Diese Behandlung wiederholt sich 
2-3 mal, um die im Wasser auflodsbare Substanz zu _beseitigen. 
Darauf versetzt man die wasserhaltigere Chloroformlésung in einen 
Kolben, setzt etwa 1 g wasserfreies Natriumsulfat hinzu und filtriert 
nach kurzer Zeit durch den Asbestfilter. Endlich wiascht man 
sie mit Chloroform, konzentriert sie-auf dem Wasserbad und ver- 
setzt sie in einen 15 eem-Messkolben. (Man benutze dabei 5-50 eem 
Chloroform je nach dem Steringehalt.) Nun setzt man dieser 5,0 
cem Chloroformlésung und der 5,0 cem Standardlésung des Chole- 
sterins, die 0,40mg Cholesterin in 5,0cem Chloroform enthalt, 
je 2cem Hssigsiureanhydrid und 0,1 cem konzentrierte Schwefel- 
sdure hinzu, kiihlt sie ab, lasst 15 Minuten lang im Dunkeln bei 
Zimmertemperatur liegen und bestimmt mit dem Colorimeter. 
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EXPERIMENTSERGEBNISSE. 


Die Seidenraupeneier sind alle kiinstlich ausgebriitet. Ich 
habe sie in 20% Salzsiure eingetaucht, dann nach Waschung in 
einen Brutofen versetzt, warm gehalten (getrocknet bei 23°C von 
trockener Kugel und bei 21°C von feuchter Kugel) und vor der 
Erwairmung und am 3., 8. und 14. Tage nach der Erwirmung 
herausgenommen. Die Behandlung wurde wie erwahnt durch- 
gefiihrt, und die Menge des Gesamt-Cholesterins wurde daraus 
bestimmt. 


1. Die in der Winterzeit ausgebriiteten Seidenraupeneier: 


Am 24. Januar wurde die Ausbriitungsbehandlung angefangen. 
Die Bestimmung des Sterins wurde in erwihnter Weise ausgefiihrt. 
Die Ergebnisse sind folgende. 


N.B. In allen Tabellen ist der angegebene Wert auf ein Ei umgerechnet. 
I. Stadium, IJ. Stadium, III. Stadium des Eies und das Stadium der 
Ameisenraupe in der Tabelle entsprechen dem Stadium vor der Hr- 
wirmung und am 3., 8, und 14. Tage nach der Erwarmung. 


TABELLE I, 
Winterraupe (China 7 x China 13) 


Gewicht (mg) Gesamtcholesterin Bierzahl 
zur einmal, 
, mg % Bestim- 
Stadium : Rett Menge mung (Hier 
SER ae 2 ater UCT Ve AIO ET von 100 
uritisc.| setrocknet| Motten) 
I 0,8200 0,3.100 0,00041 50,00 132,26 48978 
II 0,5500 0,2000 0,00022 40,00 110,00 49846 
Til 0,5500 0,2000 0,00035 63,64 175,00 48107 
Ameisen- 
raupe 0,4000 0,1700 0,00027 67,50 158,82 42823 


2. Die in der Friihlingszeit ausgebriiteten Seidenraupeneier : 

Aus den 5 Arten der Friihlingsseidenraupe, (Europa 7), 
(China 4), (Japan 107), (Europa 7XChina 4) und (Europa 7 
x Japan 107), die April 1927 ausgebriitet worden sind. Die Hr- 
gebnisse sind folgende. 
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TABELLE II. 
Friilingsraupe (Europa 7) 
Gewicht (mg) Gesamtcholesterin Eierzahl 
2 zur einmal. 
; mg % Bestim- 
Stadium a Menge mung (Hier 
frisch | getrocknet (mg) ea nore Pie von 100 
urtTisc’ | setrocknet| Motten) 
afi 0,7300 0,2400 0,00059 80,82 245,83 628 
II 0,7300 0,2400 0,00075 102,74 312,50 6327 
API E 0,7000 0,2400 0,00088 125,71 366,67 5518 
Ameisen- 
raupe 0,5800 0,1500 0,00070 120,69 466,67 4365 
TABELLE IIT. 
Friihlingsraupe (China 4) 
Gewicht (mg) Gesamtcholesterin Bierzahi 
zur einmal. 
ae mg % Bestim- 
Stadium i oe Wienke mang (Kier 
frisch | getrocknet (mg) ee fiir vou 100 
getrocknet| Motten) 
I 0,5700 0,1700 0,00043 75,44 252,94 5569 
II 0,5700 0,1700 0,00054 94,74 317,65 6501 
III 0,5700 0,1700 0,00062 108,77 364,71 5782 
Ameisen- : 
raupe 0,5500 0,1500 0,00060 109,09 400,00 4824 
TABELLE IV. 
Friilingsraupe (Japan 107) 
Gewicht (mg) Gesamtcholesterin Fierzahl 
= zur einmal, 
Stadium mg 7o Bestim- 
friscl ete Menge mung (Hier 
risen getrockne (mg) fiir eocet fiir von 100 
getrocknet; Motten) 
Ti 0,5300 0,1700 0,00049 92,45 288,24 5958 
IT 0,5300 0,1700 0,00062 117,74 364,71 6589 
IIL 0,5300 0,1700 0,00071 133,98 417,65 5781 
Ameisen- 
raupe 0,4600 0,1300 0,00070 152,18 538,46 3443 


Fettstoffumsatz des Seidenraupenkirpers. 257 


TABELLE V. 
Frihlingsraupe (Europa 7 x China 4) 


Gewicht (mg) Gesamtcholesterin Hierzahl 
|} zur einmal. 
Stadium mg Yo ee 
frisch | getrocknet Menge 3 a pee 
(mg) | fiir friseh|. 28" | You 100 
getrocknet| Motten) 
I 0,6400 0,2100 0,00045 70,31 214,29 5698 
II 0,6400 0,2100 0,00057 89,07 271,43 5595 
ELE 0,6400 0,2100 0,00068 106,75 323,81 5903 
Ameisen- 
raupe 0,5300 0,1400 0,00062 116,98 442,86 4569 
TABELLE VI. 
Frihlingsraupe (Europa 7 x Japan 107) 
Gewicht (mg) Gesamtcholesterin Hierzahl 
zur einmal, 
Stadium mg % aera : 
frisch | getrocknet Menge - pets a 
(mg) | far trisch |, TUF vont 
getrocknet| Motten) 
I 0,6700 0,2300 0,00066 |, 98,51 286,96 6769 
IT | 0,6700 0,2300 0,00083 123,88 360,87 6758 
di | 0,6600 0,2200 0,00082 124,53 372,73 6695 
Ameisen- 
raupe 0,5000 0,1300 0,00080 160,00 615,38 4965 


Wenn man sich nun tiber die durchschnittlche Menge des 
Sterins einen Uberblick verschafft, so ergibt sich, dass sie vor der 
Salzsiurebehandlung 0,00052 mg und am 3-4 Tage nach der Be- 
handlung 0,00066mg betragt, was 26,3% Zunahme bedeutet, 
wihrend sie am 7-13 Tage 0,00072 mg, namlich 41,6% Zunahme 
und im Stadium der Ameisenraupe 0,00068 mg, namlich 30,5% 
Zunahme zeigt. Aus obigem Ergebnis ergibt sich, dass sich die 
Sterinmenge ab ovo mit dem Entwicklungsgang allmahlich ver- 
mehrt und besonders am 7-13 Tage nach der Erwarmung zum 
Maximum gelangt. 


3. Die in der Sommerzeit ausgebriiteten Seidenraupenerer. 


Aus den Juni 1928 ausgebriiteten Seidenraupen, (China 101), 
(Japan 107), (China 101 Japan 107) und (China 4X Japan 107) 
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wurde die Gesamtmenge des Sterins nach der erwahnten Methode 
bestimmt. Die Ergebnisse sind folgende. 


TABELLE VII. 
Sommerraupe (China 101) 


Gewicht (mg) Gesamtcholesterin Hierzahl 
zur einmal, 
: mg % Bestim- 
Stadium Nenge mung (Eier 
frisch | getrocknet (mg) te fiir yon 100 
fiir frisch getrocknet Motten) 
iE 0,5600 0,2000 0,00056 100,00 280,00 
II 0,5600 0,2000 0,00071 126,79 355,00 3700 
Til _ 90,5600 0,2000 0,00074 131,29 232,70 4213 
Ameisen- 
raupe 0,3700 0,1000 0,00054 145,95 449,99 2644 
TABELLE VIII. 
Sommerraupe (Japan 107) 
Gewicht (mg) Gesamtcholesterin Bierzahl 
zur einmal, 
Stadium mg Yo Bestim- 
frisch | getrocknet Menge = mung (Bier 
(me)) | pivtriseh | =, Soe beaks 
getrocknet| Motten) 
I 0,5600 0,2000 0,00050 89,29 250,00 
II 0,5600 0,2000 0,00 020 IBS} 815,00 4172 
III 0,5400 0,1900 0,00019 138,00 394,74 4201 
Ameisen- 
raupe 0,3300 0,0900 0,00009 157,08 577,78 1142 
TABELLE IX. 
Sommerraupe (China 101 x Japan 107) 
Gewicht (mg) Gesamtcholesterin FBierzahl 
a zur einmal, 
Stadium mg Yo Bestim- 
frisch | getrocknet Menge SE Naas 
<i (mig) | sar friseh | 2, oe you son 
getrocknet| Motten) 
I 0,5500 0,2100 0,00055 100,00 261,90 
Bh 0,5500 0,2100 0,00069 125,45 328,57 4284 
III 0,5500 0,2100 0,00072 131,64 342,86 4038 
Ameisen- 
raupe 0,4000 0,1200 0,00060 150,00 500,00 2952 
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TABELLE X, 
Sommerraupe (China 4x Japan 107) 


Gewicht (mg) Gesamtcholesterin Bierzahl 
SS | UT elm als 
Stadium mg % ee 
frisch | getrocknet Menge | a Fock ee 
(mg) fiir frisch se head 
getrocknet| Motten) 
+ 
I 0,7500 0,2900 0,00047 62,67 165,52 
ei 0,7500 0,2900 0,00060 80,00 206,90 3136 
EET 0,7500 | 0,2200 0,00071 94,67 82278 3999 
Ameisen- 
raupe 0,6200 0,1200 0,00079 112,60 581,72 2664 


Der Uberblick iiber die durchschnittliche Menge des Sterins 
zeigt, dass sie vor der Salzsiurebehandlung 0,00052 mg, am 2-3 
Tage nach der Behandlung 0,00055 mg (5,5% Zunahme), und am 
5-6 Tage nach der Behandlung 0,00059 mg (12,7% Zunahme) 
betrégt, wahrend sie am 19-20 Tage nach der Behandlung 0,00048 
mg betragt und 7,2% Abnahme bedeutet. 


4, Die in der Herbstzeit ausgebriiteten Seidenraupeneier. 


Aus den September 1928 ausgebriiteten herbstlichen Seiden- 
raupen (Taizo “mehrgebiirtig”) und aus (China 101XChina 4) 
wurde die Gesamtmenge des Sterins bestimmt. Die Ergebnisse 
sind folgende. 


TABELLE XI. 
F Herbstraupe (Daizo) 


Gewicht (mg) Gesamtcholesterin Hierzahl 
zur einmal, 

Stadium ane 7 mie 
; Menge mung (Hier 

frisch | getrocknet my can von 100 


| Superiseh getrocknet| Motten) 


I 0,4700 0,1400 0,00032 68,09 228,57 
tet: 0,4700 0,1400 0,00040 85,11 285,71 4188 
ET 0,4700 0,1500 0,00046 97,87 306,67 3949 
Ameisen- 


raupe 0,3400 0,0900 0,00046 135,26 511,11 3596 
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TABELLE XII. 
Herbstraupe (China 101 x China 4) 


Gewicht (mg) Gesamtcholesterin Bierzahl 
zur einmal. 
; mg % Bestim- 
Stadium : 
L Eie 
frisch | getrocknet we ¥ : fiir eed re 
oe getrocknet| Motten) 
I 0,6400 0,2500 0,00039 60,94 156,00 
II 0,6400 0,2500 0,00049 76,56 196,00 4088 
III 0,6400 0,2500 0,00058 90,78 232,00 6264 
Ameisen- 
raupe 0,4300 0,1300 0,00051 118,60 392,31 3372 


Der Uberblick iiber die durchschnittliche Menge des Sterins 
zeigt, dass sie vor der Behandlung 0,000355 meg, am 1. Tage nach 
der Behandlung 0,000445 mg, (25,3% Zunahme), am 3. Tage nach 
der Behandlung 0,000520 mg, (46,4% Zunahme) und am 7-9 Tage 
0,000485 mg, (86,6% Zunahme) betraet. 


BETRACHTUNGEN. 


Aus dem Bestimmungsergebnis des Steringehalts im Brut- 
verlauf betrachtet, stellen sich nach der Reihe des Steringehalts 
die Friithling-, Sommer-, Herbst- und Winterraupen. 

Aus dem mg-Prozentsatz des Steringehalts zu der Trocken- 
menge betrachtet, zeigen die Frihlingsraupen Europa 7 und China 
4 fast denselben Verlauf, wihrend Japan 107 einen ziemlich hohen 
Wert zeigt. Der Steringehalt in Japan 107 (“Zweigebiirtig”) ist 
grosser als derselbe der Europa 7. und China 4 (“Eingebiirtig’’). 

Was die Sommerraupe betrifft, so ist der Steringehalt der 
Japan 107 (“Zweigebiirtig”) grdsser als derselbe der China 101 
(“Zweigebiirtig” ). 

Was die herbstliche Seidenraupe betrifft, so ist der Steringe- 
halt des China 101 X China 4 (“Zweigebiirtig” X “Hingebiirtig”) 
geringer als derselbe der Taizo (“Mehrgebiirtig”) und zwar ist der 
Steringehalt dieser beiden Keime von gleicher Menge wie derselbe 
der eingebtirtigen Keime. 
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Fig. 1. Friihlingsraupe. Fig. 2. Sommerraupe. 
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Wenn man die reine Art mit der Bastardart vergleicht, so 
ist der Steringehalt der letzteren bei den Friihlingsraupen grosser 
als derselbe der Europa 7 und China 4. Wenn man Japan 107 
und Europa 7 mit deren Bastardarten vergleicht, so ist der Sterin- 
gehalt der letzteren groésser als der durchschnittliche Gehalt der 
beiden Arten von reiner Zucht. Bei Sommerraupen ist der Sterin- 
gehalt der Bastardart (China 101X Japan 107) mit dem durch- 
schnittlichen Gehalt der beiden reinen Arten beinahe identisch. 
Bei herbstlichen Seidenraupen ist der Steringehalt der “Zweige- 
biirtig” x “Eingebiirtig”’-Bastardart (China 101China 4) kleiner 
als der durchsehnittliche Gehalt der Art von reiner Zucht. Im 
grossen und ganzen sind die zweigebiirtigen Arten von grésserem 
Gehalt als eingebiirtige Arten, und die Bastardarten zwischen 
zweigebiirtigen Arten sind von grdsserem Gehalt als dieselben 
zwischen eingebiirtigen Arten, waihrend die Bastardarten zwischen 
Zweigebiirtigen und Hingebiirtigen in der Mitte stehen. 

Die Verdnderung des Steringehalts im Brutverlauf in einen 
Samen umgerechnet, dass der Gehalt vor der Behandlung 0,00049 
mg, am 3. Tage nach der Behandlung 0,00055mg (13.8% 
Zunahme), und am 6. Tage 0,00062 mg (28.2% Zunahme) betragt, 
wahrend er am 13. Tage im Stadium der Ameisenraupe 0,00055 mg 
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Fig. 3. Herbstraupe. 
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(13.2% Zunahme) betragt, wobei aber die Hierschale kein Sterin 
enthalt, woraus wieder zu vermuten ist, dass Sterin in diesem 
Stadium sich teilweise in eine andere Substanz verwandelt, oder 
dass Sterin dabei moglicherweise verzehrt worden ist. Aus obigem 
kann auch gesagt werden, dass die Zersetzung und Zusammenset- 
zung des Sterins im Brutstadium der Seidenraupe auftritt. Ohne 
den Brutverlauf der Seidenraupeneier zu untersuchen hat Senda 
(1931) eine Tatsache, dass der Steringehalt im Stadium der 
Ameisenraupe zwar mit demselben im Entstehungsstadium der Hier 
identisch ist, aber die Steigerung der mg-Prozentsatzes gegen 
frische und getrocknete Substanz zeigt, auf das Verschwinden der 
Hierschale zuriickgefiihrt. Aus der Tatsache, dass sich Cholesterin 
im Brutverlauf bis zum 9. Tage vermehrt, aber danach einmal 
vermindert und dann wieder im Stadium der Ameisenraupe ver- 
mehrt, hat Nemoto (1931) behauptet, dass die Zersetzung und 
Zusammensetzung des Cholesterins im Brutverlauf auftritt, was. 
mit meinem experimentellen Ergebnis wesentlich tibereinstimmt. 


N.B. Dass das Sterin des Seidenwurms das Bombycesterin ist, habe ich schon 
veroffentlicht [Murao (1988 b)]. Nach dieser Mitteilung ist das Sterin 
der Seidenraupe auch wahrscheinlich das Bombyecesterin. 
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UBER DIE CHEMISCHE ZUSAMMENSETZUNG 
DER GALLENSTEINE. 


Von 
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und der I, Chirurgischen Klinik (Direktor: Prof. Dr. H, Akaiwa) 
der Medizinischen Fakultaét der Kaiserlichen 
Kyushu-Universitét zu Hukuoka.) 


(Hingegangen am 16. Juni 1938) 


HINLEITUNG. 


Es versteht sich von selbst, dass Untersuchungen iiber die 
Struktur der Gallensteine unentbehrlich sind, um die Frage der 
Gallensteinbildung zu kliren. Es gibt dabei verschiedene Unter- 
suchungsmethoden, naémlich makroskopische, histologische, minera- 
logische, réntgenologiseche und chemische. Besonders wichtig 
unter all diesen Methoden ist die chemische Analyse, da sie nicht 
nur die Zusammensetzung der Gallensteine selbst, sondern auch 
die der umgebenden Galle bis zu einem gewissen Grade erkennbar 
macht. 

Hinsichtlich der qualitativen Zusammensetzung der Gallen- 
steine sagt schon Thenard (1821), der Hauptbestandteil der 
meisten Steine sei Cholesterin, daneben seien aber auch verschieden 
grosse Mengen von Calcium und Pigment zu finden. Hammersten 
(1923) hat beschrieben, dass neben dem Cholesterin auch kleine 
Mengen von Fettsiure vorkommen und in Pigmentsteinen Kupfer 
und Hisen vorhanden zu sein scheinen. Bei den Untersuchungen 
grosser Mengen von Gallensteinpulvern fand Salkowski (1916- 
17) geringe Mengen von freien Palmitinsiuren und deren Calcium- 
salz; er wies daneben auch freie Gallensduren nach und gibt an, 
dass diese ihrer Natur nach Desoxycholsduren sind. 

Es ist wichtig, die Unterschiede zwischen Kern und Rinde der 
Gallensteine chemisch zu bestimmen, um die verschiedenen Theorien 
iiber die Steinbildung beurteilen zu kénnen. Ritter (1872) 
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konnte nachweisen, dass es bestimmte chemische Unterschiede zwi- 
sehen den verschiedenen Steingruppen gibt, und er stellte fest, 
dass in dem Kern-der gewohnlichen facettierten Steine weniger 
atherlésliche Substanzen und mehr anorganische Substanzen mit 
Pigment enthalten sind als in ihrer Rinde. Peel(1927) behauptet, 
die Cholesterinpigmentkalksteine hatten in ihren Kernen eine fast 
konstante Zusammensetzung, zeigten aber in den Rinden grosse 
Schwankungen, und die Rinden der Kombinationssteine wiesen in 
ihrer Zusammensetzung ahnliche Schwankungen auf, wie sie bei 
den Rinden der Cholesterinpigmentkalksteine vorkommen. Deshalb 
seien diese beiden Rinden chemisch nicht voneinander zu unter- 
scheiden. 

Was den Metallgehalt der Gallensteine betrifft, so haben 
Schonheimer und Herkel (1931) in fast allen Steinen, mit 
Ausnahme der reinen Cholesterinsteine, Calcium, Zink, Kupfer und 
Mangan nachgewiesen. Miller (1936) sammelte grosse Mengen 
Gallensteine verschiedener Arten in Gewicht von 1080 g zur Unter- 
suchung des Metallgehalts und konnte als Resultat fast alle Metalle 
nachweisen. 

Pickens, Spanner und Bauman (19382) -haben ebenfalls die 
Cholesterinpigmentkalksteine analysiert und neben dem Choles- 
terin auch kleine Mengen von Calciumearbonat, Bilirubinacalcium, 
Magnesium, Phosphor, Natrium, Kalium und Fettsaure nach- 
gewilesen. 

Haring und Horsters (1932) haben die Réntgenbilder ver- 
schiedener Gallensteine mit ihren chemischen Zusammensetzungen 
verglichen und behaupten, dass die Pettenkoferschen Reaktionen 
alle negativ seien. 

Ray (1935) analysierte eine Anzahl Steine, welche aus densel- 
ben Gallenblasen stammt, einzeln fiir sich, und sagte, dass sie alle 
dieselbe Zusammensetzung zeigten. 

In den Gallensteinen der Japaner hat Mizoguchi (1908) 
Cholesterin, Bilirubincalcium und Kalkseife nachgewiesen. 

Uberblickt man die oben erwiihnten Arbeiten, so sieht man, 
dass viele Steine ohne Riicksicht auf ihre Steinarten gesammelt 
und analysiert worden sind. Das gibt uns aber iiber die Frage 
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der Steinbildung so gut wie keinen Aufschluss. Bedeutungsvoll 
war es freilich, dass verschiedene Steingruppen, und zwar Kern 
und Rinde einzeln fiir sich, analysiert worden sind. Aber das 
Ergebnis der Analysen war doch noch sehr mangelhaft. Wie viel 
Gallensiure, Fettsiiure und Lecithin in verschiedenen Steinen 
enthalten sind, wurde mit fast keinem Worte erwihnt. Besonders 
die Gallenséure ist aber von grosser Bedeutung fiir die Entstehung 
der Steine. Seitdem Wieland (1916) das sogenannte Cholein- 
sdure-Prinzip veroffentlicht hat, ist man auf die Desoxycholsiure 
von allen Seiten aufmerksam geworden und so weit gekommen, in 
ihr einen wichtigen Faktor fiir die Entstehung der Cholelithiasis 
za vermuten. Betreffs der Gallensteine ist aber nur berichtet 
worden, dass Salkowski Desoxycholsiure nachgewiesen hat, ohne 
jedoch Cholsdure wahrzunehmen. Das kommt daher, dass es 
damals noch keine geeignete Methode dafiir gab; erst Abe (1937) 
hat die Mikrobestimmungsmethode fiir die Cholsaure und Desoxy- 
cholsdure eingefiihrt. 

Der Verfasser untersuchte die operativ entfernten Gallen- 
steine zuerst makroskopisch, histologisch und réntgenologisch, dann 
analysierte er sie chemisch, trennte die Kerne und die Rinden der 
verschiedenen Steinarten méglichst voneinander und suchte ihren 
Gehalt an Cholesterin, Fettséure, Lecithin, Cholséure, Desoxychol- 
sdure, gekuppelter Gallensaure, Gallenfarbstoff und anorganischen 
Substanzen ausfindig zu machen. 


BEARBEITUNGSMETHODE, CHEMISCHE ANALYSE. 


Von den verschiedenen Gruppen der Steine wurden einige 
Steine im ganzen und andere, nachdem si mit der Messerspitze 
in Kern und Rinde getrennt worden, analysiert. Diese Trennung 
war aber bei einigen Steinarten quantitativ nicht sehr genau. 
Das Gewicht der Steine, welche analysiert wurden, betrug 0.5- 
1.0g, bei grossen Steinen wurde jedoch nur ein Teilstiick zur 
Analyse verwendet. -Zuerst wurden die Steine in feine Pulver 
zerrieben und diese danach getrocknet. Dann wurden kleine 
Mengen der Pulver in Pyknometer getan, Wasser hineingegossen 
und alles erwirmt; nachdem die Luft aus den Pulvern. vollstandig 
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entfernt worden war, wurde das spezifische Gewicht bestimmt. 
Die Hauptanalyse besteht aus der Extraktion. Zuerst wurde das 
getrocknete Pulver, im Verhaltnis von 1g Pulver zu 100 ce 96% 
Alkohol, in einen langhalsigen Kolben getan, an dem ein Riick- 
flussktihler angebracht war, und im Wasserbad bei 85°C 24 Stunden 
extrahiert. Nach der Extraktion wurde der Inhalt mit einem 
Hinsatztiegel (Schott und Genossen, Jena 1G3) abgesogen. Der 
Tiegel mit dem Extraktionsriickstand wurde bei 105°C zur 
Gewichtkonstanz gebracht und gewogen. Das Gewicht des Alkohol- 
extraktes wurde auf diese Weise genau bestimmt. In diesem EHEx- 
trakte waren Lipoide und Gallensaure enthalten. 

Darauf wurde dieser Riickstand in gleicher Weise mit Chloro- 
form extrahiert. Hierdurch werden freie Farbstoffe gelost. In 
den meisten Fallen aber sind ihre Spuren kaum zu finden, was 
beweist, dass freies Pigment nur in sehr geringen Mengen in den 
Steinen vorhanden ist. 

Dann folgte eine Salzsiureextraktion. Der Tiegel mit dem 
Alkohol-und Chloroformextraktionsriickstande wurde in ein 
Becherglas hineingetan, 20%ige Salzsiure langsam in den Tiegel 
hineingegossen und solange durchfiltriert, bis die Fltissigkeit 
dauernd tiber dem Riickstande stehen blieb. Nun wurde dieser 
bis zum Sieden erhitzt. Darauf wurde der Tiegel mit destilliertem 
Wasser durchgespult und nochmals zur Gewichtkonstanz gebracht 
und gewogen. Wurde wahrend der Extraktion die Entwicklung 
von COs bemerkt, so wies das auf Carbonate hin. Der Riickstand 
ist ein schwarzes Pulver. Wird dieses wieder mit Chloroform ex- 
trahiert, dann werden die Farbstoffe, welche von anorganischen 
Substanzen frei geworden sind, leicht geldst. Behandelt man den 
Riickstand dann weiter mit Salzsaure, so wird wiederum ein Teil 
in Chloroform léslich. Diese Prozeduren werden mehrmals 
nacheinander wiederholt. Endlich wird der  Riickstand in 
verdtinntem Ammoniak geldst. Der Chloroform- und _ der 
Ammoniakextrakt enthalten Bilirubin. Aus dem gesamten Salz- 
sdureextrakt wird die anorganische Substanz bestimmt. Das bis 
zum Hnde ungelost tbrig Gebliebene wird als Riickstand 
beschrieben. 
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UNTERSUCHUNG DER EINZELNEN HXTRAKTE. 


I. Alkoholextrakt. 
a) Trennung der Gallensiure von den Lipoiden. 


Der Alkoholextrakt wird in eine grosse Porzellanschale gelegt 
und unter niedriger Temperatur iiber einem Wasserbad langsam 
verdampft. Wird er dann von Xylol aufgenommen, so wird das 
Lipoide leicht gelést und die Gallensaure bleibt als unléslich an 
der Wand der Schale haften, ein Teil davon geht jedoch ungelost 
in das Xylol tiber. Darum ist die Xylollésung etwas getriibt. 
Wird die Schale zweimal mit Xylol gespiilt und dieses dann zentri- 
fugiert, so wird die Xylollésung klar und die Gallensiure bleibt 
am Boden haften. Nachdem die Xylollésung dekantiert worden 
ist, wird die Wand des Zentrifugenrohrs wiederum mit Xylol 
gewaschen und dieses ebenfalls zentrifugiert. Diese Xylollésung 
wird zur Bestimmung der Lipoide verwendet. Werden die Porzel- 
lanschale und das Zentrifugenrohr getrocknet und ‘die daran 
haftende Gallensiure in Alkohol gelést, so werden die Lipoide 
vollstindig frei. 


b) Bestimmung der Gallensdure. 


Chol- und Desoxycholsaéure: Hiner bestimmten Menge der 
alkoholischen Lésung wird Alkohol bis zu ca. 25 cem hinzugefiigt. 
Nachdem 2 ett. 30%igen Ammoniaks dazugegossen worden sind, 
wird eine kleine Menge Norit hinzugetan, dann wird diese Lésung 
geschiittelt und solange filtriert, bis sie genau 25cem wird. Zur 
Bestimmung der in diesem Filtrat enthaltenen Cholséure werden 
5-15¢eem und zur Bestimmung der Desoxycholsdure 3-10 ccm 
entnommen, und dann die rote Farbe, welche nach der Abeschen 
Methode aus Vanillin und Phosphorsiure gewonnen worden ist, 
nach dem Pulfrichschen Stufenphotometer bestimmt. 

Gekuppelte Gallensiéure: Der Rest der alkoholischen Lésung 
wird in zwei gleiche Teile geteilt und iiber dem Wasserbad ab- 
gedampft. Nach der Abdampfung wird der eine Teil mit 5cem 
destillierten Wassers, und der andere mit 5cem 15% Natronlauge 
in je ein Reagenzglas hineingewaschen. Dieses letztere Glas wird 
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10 Stunden hydrolysiert. Aus jedem Reagenzglas werden nun 
je2ceem genommen, und nach der Foster- und Hooperschen 
Methode mit dem Van Slykeschen Apparat die Amino-Stickstoffe 
vor und nach der Hydrolyse bestimmt. Der Unterschied zwischen 
beiden ist der Stickstoff, der aus der gekuppelten Gallenséure 
stamit. 

(Umrechnung) Der Cholséuregehalt wird mit C, der Desoxy- 
cholsdéuregehalt mit D bezeichnet. Wird der N-Gehalt fiir sich mit 
Ne und Nd bezeichnet, vorausgesetzt, dass C und D ganz und 
gar gekuppelt sind, und N, welches durch den Van Slykeschen 
Apparat gefunden wurde, mit Nv bezeichnet, so wird: 


Ne=C x 0.0343 (0.0348 = ae) 
Cholsaure 

Nd=D x 0.0357 (0.0857 = ee 
Desoxycholsaure 

Nv=Ne+Nd 

Der Prozentsatz der gekuppelen Gallensaure ist also: 
100 x soles 
Ne+ Nd 


In Steinen, in denen der gesamte Gallensiuregehalt zu gering 
ist, kann die gekuppelte Gallensiure nicht bestimmt werden. 


c) Bestimmung der xylolléslichen Substanzen. 


Cholesterin: Nachdem eine bestimmte Menge Xylollésung 
unter negativem Druck verdampft worden ist, wird der Rest in 
Chloroform gelost, und die griine Farbe, welche von Essigsaéure- 
anhydrid und _ konz. Schwefelsiure herstammt, nach dem 
Authenrithschen Prinzip kolorimetrisch bestimmt. 

Fettsaure: Nach der Verdampfung einer bestimmten Menge 
Xyloll6sung wird der Rest in 15 cem 96% igen Alkohols aufgenom- 
men und dann mit einer N/50 alkolischen NaOH-losung titriert, 
indem man COo-freie Luft hindurehfiihrt, welche mit Natronlauge 
gewaschen ist. 1cem verbrauchtes N/50 NaOH entspricht 5.5 mg 
Fettsaure (Dies kann durch den Mittelwert des Molekulargewichtes 
der Palmitin-, Stearin- und Oleinsiure berechnet werden). 
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Lecithin: Nachdem die iibrig gebliebene Lipoidfraktion in 
einem langhalsigen Kolben verdampft worden sind, werden sie 
nach der Neumannschen Methode verascht, und der. dadurch 
isoherte Phosphor nach der Kuttner- und Cohenschen Methode 
bestimmt. 1mg Phosphor entspricht 25 mg Lecithin. 

ad) Vorprifung. 

Zur Voruntersuchung des Alkoholextraktes wird je eine 
bestimmte Menge von Cholsdure, Desoxycholsiure, Glykocholsaure, 
Cholesterin, Palmitinséiure, Stearinséure und Lecithin in Alkohol 
zusammengeldst, und dann der Alkoholextrakt nach ganz demsel- 
ben Verfahren, wie vorher beschrieben, bestimmt. In den Resulta- 
ten ist, wie die Tabelle I zeigt, fast keine Differenz wahrzunehmen. 


TABELLE I, 

Substanz Vorhanden (mg) Gefunden (mg) 
Cholsiure ; 10.00 9.89 
Desoxycholsiure 20.00 19.81 
Glykocholsaure 10.00 9.79 
Cholesterin 100.00 100.00 
Stearinsiure 30.00 

ve } 58.95 
Palmitinsaiure 30.00 


Lecithin 20.00 19.91 


Il. Salzséiwreextrakt. 


Caleium wird nach der Clarkschen Methode, Hisen nach der 
Kennedyschen Methode quantitativ, und die anderen Substanzen 
nach der Streckerschen Methode qualitativ analysiert. 


KQLASSIFIKATION DER GALLENSTEINE. 


Im grossen und ganzen werden die Gallensteine nach der 
Aschoff- und Bacmeisterschen Klassifikation folgendermassen 
eingeteilt: 1) Cholesterinpigmentkalksteine, 2) Bilirubinkalk- 
steine, 3) Parasitire Steine (Ascarissteine), 4) Reine Choleste- 
rinsteine, 5) Kombinationssteine, 6) Anorganische Kalksteine, 7) 
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Reine Bilirubinstein (Kupferbilirubinsteine), 8) Fettsaiurekalk- 
steine. 


TABELLE II, 
Die zur Analyse gebrauchten Gallensteine. 


Steinnummer Kranke Steinarten Sitz der Steine 
1 ERSING Cholesterinpigmentkalksteine Gallenblase 
2 INASE oe eae 2 
3 M.S. ” ” 

4 G.S. ” ” 

5 G.K. ” ” 

6 Vales ” ” 

7 IM. Bilirubinkalkstein Choledochus 

8 WEL » ” 

y fy AIENS ” Cysticus 
10 Foe NIV ” Blase, Cysticus 
ati S.M. : ” Gallenblase 
12 TKS ” Choledochus 
13 T.Q. : ” ” 

14 CK. ” ” 

is) CY. Parasitare Stein : ” 

16 Jgitt ” ” 

17 M.N. ” ” 

18 HO) aN. ” » 

19 KY Fettsiurekalkstein Gallenblase 
20 J.W. ” Choledochus 
21 ess » ” 

22 Os Kombinationsstein Gallenblase 
23 als ” ” 

24 W.N. Anorganischer Kalkstein ” 

25 TEES, ” ” 

26 Inlet. ” Cysticus 


“Der letzte, der sog. “Kettsiurekalkstein”, ist noch nicht in der 
Literatur beschrieben worden. Nicht nur seine chemische Zusam- 
mensetzung, sondern auch seine formale Beschaffenheit ist ganz 
eigentiimlich. Unsere Klinik hat ihn schon in 3 Fallen nach- 
gewiesen, so hat der Verfasser ihm den oben erwihnten Namen 
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gegeben, um ihn von den andern zu unterscheiden. Reine Bili- 
rubinsteine waren sehr selten vorhanden; auch war ihre Grdésse 
so klein, dass der Verfasser ausserstande war, chemische Analysen 
davon zu machen. 

Die zur Analyse gebrauchten Steine waren: 6 Cholesterinpig- 
mentkalksteine, 8 Bilirubinkalksteine, 4 parasitiire Steine, 3 Fett- 
sdurekalksteine, 2 Kombinationssteine (reine Cholesterinsteine) 
und 3 anorganische Kalksteine. Die Tabelle II zeigt die Steinnum- 
mern, die Namen der Kranken, die Steinarten und die Stellen, an 
denen sich die Steine befanden. 


ERGEBNISSE. 


I. Cholesterinpigmentkalkstewme. 


Diese Steingruppe kommt in Europa und Amerika so haufig 
vor, dass man sie dort als “gewohnliche Steine” bezeichnet. In 
Japan aber ist sie relativ selten, ihr Prozentsatz betragt nach 
Miyakes Beobachtungen nur 18.9% und nach denen in unserer 
Klinik 18.2%. Diese Steine sitzen meist in der Gallenblase und 
kommen vereinzelt oder auch in grésserer Anzahl vor. Thre Grosse 
ist sehr verschieden, meist sind sie aber kleiner als eine Finger- 
spitze. ihre Zahl und Grosse verhalten sich ungefahr umgekehrt 
proportional zueinander. Die Form der Steine ist, wenn es sich 
nur um vereinzelte handelt, kugelig, oval’ oder tonnenférmig ; sind 
aber viele Steine vorhanden, dann bilden sie aneinander Facetten 
und zwar meist Polyeder, zumal Tetra- und Hexaeder. Ihre Farbe 
ist gewohnlich weiss, grau oder gelb, bisweilen aber auch braun. 
Die Oberfliche ist meistens glatt, wachsartig und glanzend oder 
auch nicht glainzend. 

Die Schnittfliche weist in den meisten Fallen im Zentralteile 
eine sternf6rmige Spalte auf, in deren Umgebung man die 
Ablagerungen der Farbstoffe erkennen kann. Von dieser Spalte 
strahlen Linien verfarbter Cholesterinkrystalle radienformig aus, 
die an der Peripherie konzentrische Schichten durchkreuzen. Jede 
dieser Schichten besteht aus den in radiarer Richtung angeordene- 
ten Krystallen. (Abb. 2.) 
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Wegen der kleinen Resorptionskraft des Cholesterins ist im 
Roéuntgenbilde der Schatten des Steins diinn und seine Struktur nur 
undeutlich zu sehen, die Spalte im Zentralteile aber kann man 
gut erkennen. 

Die -Steine, in welchen CaCO, enthalten ist, geben punkt- 
formige starke Schatten. (Abb. 1.) Das spezifische Gewicht 
betragt 1.084-1.073. 

Chemische Zusammensetzung: Der Alkoholextrakt schwankt 
zwischen 86.8-98.8%. Der groésste Teil davon ist Cholesterin, 
ausserdem sind darin noch 2.4-8.1% Fettsaure enthalten. Auch 
kleine Mengen Lecithin lassen sich stets nachweisen. Der Gallen- 


TABELLE III. 


Cholesterinpigmentkalksteine. (%) 


ING SS Nis ooo Ns 3) |) Nera Noone NG om 
Alkoholextrakt 97.70 98.80 98.10 98.40 86.80 95.70 
Gesamte Gallensiure 0.69 0.17 0.75 0.21 0.60 0.46 
Cholsaure 0.26 0.07 0.29 0.08 0.24 0.20 
Desoxycholsiure | 043 | 1.10 | 0.46 | 0.13 | 0.36 | 0.26 
Cholesterin 91.80 90.80 92.70 95.20 76.60 90.30 
Fettsaiure 2.70 6.50 3.10 2.40 8.10 3.80 
Lecithin 0.16 1.05 1.60 0.12 1.07 1.14 
Gallenfarbstoff 1.40 0.60 0.95 0.81 2.90 1.80 
HCl-Extrakt 0.95 0.60 0.73 0.81 10.30 2.50 
Ca, 0.45 0.22 0.23 0.3 2.84 0.73 

Fe + — ai eS 0.03 + 

COs = = a + Ht + 

Cu = ee va ve = = 

P20s = a va a + = 

Mn = ye ve fo = oe 

Mg = va Ye x = a 

Cr = if a ye + + 

Na + we We va + ats 

K + ie wh ve + + 

Riickstand 0 i) 0.20 0 0 0 
Spezifisches Gewicht 1.045 1.034 1.038 1.043 1.073 1.051 
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TABELLE IV. 
Cholesterinpigmentkalksteine; in Kern und Rinde getrennt. (%) 


Nr. 1 Nr. 2 Nr, 3 

Kern | Rinde Kern | Rinde | Kern | Rinde 
Alkoholextrakt 99.10 96.80 98.70 99.20 95,20 99.10 
Gesamte Gallensiure 1.09 0.46 0.23 0.11 1.09 0.62 
Cholsiure O25 0.25 0.09 0.05 0.53 0.20 
Desoxycholsiure 0.74 0.21 0,14 0.06 0.56 0.42 
Cholesterin 91.60 91.80 93.10 88.80 88.50 94.30 
Fettsiure 3.24 2.50 4,10 8.70 4.40 2.50 
Lecithin 0.24 0.11 1.15 0.80 1.20 1.70 
Gallenfarbstoft 0.90 1.60 0.54 0.48 2.70 0.30 
HCl-Extrakt 0 1.50 0.72 0,32 1.10 0.60 
Ca 0 0.70 0.33 0.13 0:47 0.14 

Fe 0 0.01 - - Si + 

COz - — - - - - 

Riickstand 0 0 0 0 0.74 0 


sduregehalt ist im allgemeinen gering und unter 0.75%. In ailen 
Fallen ist mehr Desoxycholsiure als Cholsiure vorhanden. Der 
Gehalt an gekuppelter Gallensiure kann nicht bestimmt werden. 
An Gallenfarbstoff ist nur 0.6-2.9% vorhanden. Der HCl-Extrakt 
ist mit Ausnahme der 10.3% bei Nr. 5 im allgemeinen gering; 
davon wird 1/3 bis 1/2 von Ca eingenommen. Fe und COs sind 
vorhanden oder auch nicht. In Nr. 5 wurde auch P.O; und Mg 
nachgewiesen. Der Riickstand fehlt im allgemeinen (Tabelle IIT). 

In der Tabelle IV wird die Zusammensetzung des Kernteiles 
mit der der Rinde verglichen. Man sieht dabei, dass jede 
Komponente einen verschiedenen Gehalt aufweist, und dass in dem 
Kernteile immer fast doppelt so viel Gallensiiure enthalten ist wie 
in der Rinde. 


IT. Bilirubinkalksteine. 


Diese Steingruppe kommt in Europa und America selten, in 
Japan aber sehr haufig vor; ihr Prozentsatz betragt nach Miyake 
65.2% und nach den Beobachtungen in unserer Klinik 45.5%. 
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Diese Steine kann man also fiir Japan als “gewohnliche Steine” 
bezeichnen. Die Anzahl der in der Gallenblase oder dem Ductus 
eysticus sitzenden Steine ist fast dieselbe wie im Ductus choledochus 
oder im Ductus hepaticus. Ihre Grosse ist aber verschieden; die 
meisten sind gewohnlich kirschgross, die gréssten jedoch manchmal 
erdsser als.ein Taubenei- und die kleinsten miliar bis hirsekorn- 
gross. Meistens finden sich nur 1-2, zuweilen aber auch unzihlige 
Steine. Ihre Formen sind sehr mannigfaltig ; bald sind sie kugelig, 
bald tonnenférmig oder pyramidenartig, bald oval oder hexaedrig, 
zuweilen aber auch ganz unregelmidssig. Facetten sind im 
allgemeinen nicht zu finden. Die Farbe ist braun, rotbraun oder 
sehwarzlichbraun und meist ohne Glanz. Die Konsistenz ist nicht 
sehr hart, sondern eher morsch. ) 

Sieht man die Schnittfliche der Steine an, so fallt einem meist 
der Kern auf. Br ist roher als die Rinde, Hs ist ferner eine 
Higentiimlichkeit dieser Steine, dass sie deutliche konzentrische 
Schichten haben, welche dureh die Ablagerungen des Bilirubin- 
kalkes entstanden sind. Der Kalk ist mit der Farbe des Bilirubins 
bedeckt, sodass man ihn nicht sehen kann; zuweilen kann man ihn 
aber als weisslichen Punkt wahrnehmen. Man ‘sieht manchmal 
auch eine Spaltbildung, welche konzentrisch verlauft. (Abb. 2.) 

Rontgenologisch geben diese Steine einen starkeren Schatten 
als die Cholesterinpigmentkalksteine, sodass man die Lamellen- 
bildung finden kann. (Abb. 1.) Das spezifische Gewicht betragt 
1.128-1.296. 

Chemische Zusammensetzung: Wie die Tabelle V zeigt, ist 
der Alkoholextrakt viel geringer als bei den Cholesterinpigment- 
kalksteinen, namlich nur 25.9-50.4%. Das Cholesterin betragt 
10.9-28.8%, die Fettsiure dagegen 11.1-25.9%, wobei es sehr 
interessant ist, dass beide in fast gleicher Menge vorhanden sind. 
Der Gallensdurengehalt ist weit grésser als bei den Cholesterinpig- 
mentkalksteinen, naémlich 0.62-2.9%. Im allgemeinen ist mehr 
Desoxycholsiure vorhanden als Cholsiure, am meisten aber un- 
gekuppelte Gallensdure. Der Lecithingehalt betrigt 0.13-1.1%. 

Die Steingruppe dieser Arten enthalt als Hauptbestandteil 
38.2-53.7% Gallenfarbstoff. Der grésste Teil dieses Farbstoffes 
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TABELLE V. 


Bilirubinkalksteine. (%) 


Nr. 7|Nr. 8) Nr. 9/Nr.10/Nr.11|Nr. 12|/Nr.13|Nr.14 
Alkoholextrakt 36,80 | 47.10 | 25.90 | 49.40 | 38.60 | 33.40 | 50.40 | 40.60 
Gesamte Gallensiure 2,90 | 2.32] 0.62} 1.15 | 1.95 | 2.58 | 2.08 | 1.18 
Cholsiure 0.87 | 1.09 | 0.47 | 0.58 | 0.79 | 1.09 | 0.92 | 0.49 
Desoxycholsaiure 2.03 | 1.23 | 0.15 | 0.57 |. 1.16 | 14971 1.16 | 0.69 
- Gekupp. Gallensiiure | 1.20 | 0.80 | 0 0 0 0.47 | 0.85 | 0.32 
Cholesterin 20.90 | 27.90 |10.90 | 22.50 |14.60 |12.90 | 28.80 | 17.80 
Fettsiiure 11.10 | 14.20 | 12.40 | 25.90 |20.60 |17.80 | 18.10 | 20.60 
Lecithin 0.39 | 0.54 | 0.81 | 0.27 | 0.40} 0.13 | 0.25 | 1.10 
Gallenfarbstoff 52.30 |38.80 |51.30 |41.50 |49.380 | 53.70 | 40.10 | 38.20 
HCl-Extrakt 8.60 |. 5.70 |13.50 |. 8.90 | 8.50 | 9.40 | 8.90 | 14.70 
Ca ADO | 2:20) 150) 12250) f° 3.60) ||P "2.70) |) 2:50 3.20 
Fe O06 1.0520) 0.12 0208 1 0204 10125 20229 0.04: 
CO. = = = = = = oe = 
Cu + = + + + # + + 
POs + fe + + — - - + + 
Mn +] = ca = = ai =e = 
Cr = = oF ate = = — “= 
Mg + =F E + ++ - + +h 
Na ss sf ae = fs si oie = 
K + + + _ + + | = - 
Riickstand 2.30 | 8.40 |-9.20 | 0.20 | 3.60] 3.50 | 0.60 | 6.50 
Spezifisches Gewicht 1.193) 1.142) 1.293] 1.182) 1.128) 1.296) / vA 


kommt mit Ca verbunden vor. Das Verhaltnis des Molekular- 
gewichtes von Bilirubin zu Ca ist theoretisch 14.6:1. Die Tabelle 
zeigt ein Verhiltnis zwischen diesen beiden, das dem eben 
erwahnten sehr angenihert ist.’ Der Salzsiureextrakt ist bei 
weitem grosser als bei den Cholesterinpigmentkalksteinen, nimlich 
5.7-14.7%. An Ca sind 2.2-5.5% enthalten, an Fe jedoch immer 
nur geringe Mengen. Ausserdem sind fast stets Cu, Mg, Na und 
K nachweisbar. Es gibt auch Steine, welche P2O;, Mn und Cr 
enthalten. COs kann im allgemeinen nicht nachgewiesen werden. 
Der Riickstand schwankt zwischen 0.2-9.2%. 
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TABELLE VI. 


Bilirubinkalksteine; in Kern und Rinde geirennt. (%) 


Nr. 9 Nr, 11 Nr, 12 Nr.. 13 
Kern |Rinde | Kern |Rinde | Kern |Rinde | Kern |Rinde 
Alkoholextrakt ' | 26.80] 25.80] 32.40] 42.50] 34.30] 32.00| 57.60] 42.10 
Gesamte Gallensiiure 10710 0:26:15 2.301) 7 1.60") 92,95 |e 2206 i Sol AL Oo 
Cholsiure 0.89] 0.14] 1.08) 0.50] 1.17} 0.98] 1.08} 0.74 
Desoxycholsaure OASIS OS D220 OLON FSi) EO) he oe 
- Gekupp. Gallensiure| 0 0 0 0 0.88] 0 0.39} 0.31 
* Cholesterin 12.50} 9.60} 10.70} 18.50] 11.20] 14,60] 34.10] 22.60 
Fettsaiure 12.00 | 12.60] 20.90} 19.90] 21.80} 13.80} 19.10} 16.80 
Lecithin 0.27} 0.83} 0.30} 0.50} 0.60} 0.10] 0.07] 0.47 
Gallenfarbstoff 51.20} 51.40] 55.50} 45.50} 49.50] 58.50} 35.60 | 45.40 
HOCl-Extrakt 13.50 | 13.50) 8.90) 8.30] 9.30] 9.50] 6.80} 11.30 
Ca 5.40} 5.40] 3.60) 3.60) 2.40] 3.00] 2.20] 2.85 
Fe 0.17} 0.06} 0.04] 0.03] 0.35] 0.15] 0.21] 0.22 
CO2 _ — —_ — —_ — — —_ 
Riickstand 9.00} 9.30] 3.20 3.75| 6.60) 0 0.73} 0.50 


Die Tabelle VI zeigt die Zusammensetzungen des Kernteiles 
und der Rinde. In der Bilirubinkalksteingruppe ist im Kernteile 
mehr Gallensdure enthalten als in der Rinde, was besonders hiufig 
fiir die Cholsdure zutirfft. 


III. Parasitére Steine (Ascarissteine). 


Diese Steinarten kommen in Japan haufiger als in. Europa 
und Amerika vor; der Prozensatz betragt nach Miyake 12.8% 
und nach den Beobachtungen in unserer Klinik 23.4%. Die Steine 
sind Bilirubinkalksteine, welche als Kerne die Leichen von Parasi- 
ten, und zwar von Ascaris in sich tragen, die sich in die Gallen- 
wege verirrten; sie kommen meist im Choledochus und Hepaticus 
und nur selten in der Gallenblase vor. Diese Steine, bei denen 
um einen diinnen und langen Wurmkorper herum einige flache, 
kleine Steinchen festsitzen, erkennt man auf den ersten Blick schon 
an ihrer Form. Ihre dussere Gestalt gleicht zwar ganz den 
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gewohnlichen Bilirubinkalksteinen; sieht man aber ihre Schnitt- 
flachen an, so findet man, dass sehr viele das Fragment eines 
Wurms oder einen klumpigen Wurmkorper zum Kern haben. In 
diesem Falle ist die iussere Form meist kugelig, oval oder zyrind- 
risch. Der Kern ist gewohnlich diinn, lang und schwirzlich; hier 
und da sind in ihm weisse Punkte wahrzunehmen. Seine Struktur 
ist unregelmissig; sie lasst sich von der Rinde deutlich unter- 
scheiden und auch leicht ablésen. Die Konsistenz ist morsch. Die 
Rinde ist der der Bilirubinkalksteine fast gleich. (Abb. 2.) 
Untersucht man den Kern roéntgenologisch, so zeigt er sich 
bandférmig und lufthaltig und wirft einen diinneren Schatten als 


TABELLE VII. 


Parasitire Steine. (%) 


Ne, 15) Nrole 1) Ne17 Nr is 
Aikoholextrakt 29.70 31-00 33.40 27.50 
Gesamte Gallensdure 2,68 3.89 2.93 3.15 
Cholsiure 0.97 1.57 1,23 1,32 
Desoxycholsiure abel 2.32 1.70 1.83 
Gekupp. Gallensaure 0.90 1.07 0.75 0.72 
Cholesterin 7.20 12.30 14.60 7.30 
Fettsaiure 15.20" 12,80 15.50 14.80 
Lecithin 0.08 0.33 0,23 0.16 
Gallenfarbstoff 62.90 50.80 45.70 59.80 
HACl-Extrakt 6.36 9.30 9.10 8.90 
Ca 3,54 4.30 3,70 3.90 

Fe 0.10 0,09 0,08 0.13 

COs - = — _ 

Cu + + - S 

P205 + = + + 

Mn + - _ = 

Cr 4 +h _ = 

Mg + + sh itp 

Na ay ae ao ae 

K aie i = ie 
Riickstand 1.02 8.80 11.80 3.80 
Spezifisches Gewicht 1.145 1.263 1.153 1.178 
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die Rinde. Es gibt auch Kerne, deren Umgebung kalkhaltig ist. 
(Abb. 1.) 

Das spezifische Gewicht ist 1.145-1.263. 

Chemische Zusammensetzung: Die Zusammensetzung der 
parasitaren Steine ist im grossen und ganzen der der Bilirubin- 
kalksteine ahnlich. Wie die Tabelle VII zeigt, ist der Alkoholex- 
trakt etwas geringer als bei den Bilirubinkalksteinen, und zwar 
besonders der Gehalt an Cholesterin, némlich nur 7.2-14.6%. Auch 
der Fettsiuregehalt ist etwas geringer, nimlich nur 12.8-15.5%. 
Dagegen ist der Prozentsatz an Gallenséure bei weitem hoher als 
bei den Bilirubinkalksteinen, némlich 2.68-3.89%. Auch der 
Gehalt an Desoxycholsaure ist grésser als der an Cholsdure. Die 
gekuppelte Gallensdure betragt nur etwa 30% der gesamten Gallen- 
sdure. Der Lecithingehalt ist sehr gering. Gallenfarbstoff ist 
weit mehr vorhanden als in den Bilirubinkalksteinen, namlich 
45.7-62.9%. Der Gehalt an anorganischer Substanz weist keinen 
grossen Unterschied zwischen den parasitiren und den Bilirubin- 


TABELLE VIII. 


Parasitare Steine; in Kern und Rinde getrennt. (%) 


Nr. 15 Nr. 16 

Kern Rinde Kern Rinde 
Alkoholextrakt 31.10 28.40 31,80 30.40 
Gesamte Gallensiure 3.53 1.87 4.80 3.18 
Cholsiure ESS 0.64 1.85 WASH 
Desoxycholsaiure 2.21 123 2.95 1.81 
Gekupp. Gallensiiure 1.80 0 1.30 0.90 
Cholesterin 5.90 8,40 11-20 13.20 
Fettsiure 17.30 14.50 15.20 10.90 
Lecithin 0.09 0.07 0.22 0.42 
Gallenfarbstoft 59.10 66.50 46.90 53.90 
HCl-Extrakt 7.70 5,07 11.00 8.00 
Ca 3.13 3.93 4.80 3.90 
Fe 0.10 0.11 0.13 0.06 

CO: — — — — 
Riickstand 2.10 0 10,30 7.60 
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kalksteinen auf. Der Riickstand schwankt zwischen 1.02-11.8%. 

Die Unterschiede zwischen dem Kerne und der Rinde zeigt 
die Tabelle VIII; sie besagt, dass in der Rinde mehr Cholesterin 
und in dem Kerne mehr Fettsiure enthalten ist. Auch der Gehalt 
an Cholsiure, Desoxycholsaure und gekuppelter Gallensiure sowie 
der Riickstand ist bei dem Kerne groésser als bei der Rinde. 


IV. Fettsdurekalksteine. 


Diese Steine enthalten als Hauptbestandteil fettsaures Calcium. 
Sie sind in der Literatur bisher noch nicht beschrieben worden. 
Der Verfasser hat in seiner Klinik drei Falle gefunden und ihnen 
den Namen “Fettsiurekalksteine” gegeben. (Abb. 3.) 

In zwei Fallen kamen sie im Choledochus und Hepaticus und 
in einem Falle in der Blase vor. Ihre Grosse ist daumenspitz- bis 
taubeneigross, und sie fiillen das Lumen der Gallengainge. Die 
Forme der Steine, die sich in der Blase befinden, ist oval, wahrend 
die Steine, die im Choledochus sitzen, zylinderformig und veriastelt 
sind, sodass sie einem alten Baume gleichen. Die letztgenannten 
Steine setzen sich aus 2-3 Stiicken zusammen, die sich gelenkartig 
untereinander beriihren. Die dussere Farbe ist schwarz oder 
braunlichschwarz; hier und da sind auch gelbliche Flecken zu 
sehen. Die Oberflache ist uneben, manchmal faltig, und glanzlos. 

Die Schnittflache sieht ganz anders aus als die Oberfliche. 
Thre Farbe ist gelb oder weisslichgelb und wachsartig glainzend. 
Die Steine besitzen einen Kern oder auch keinen. Ihre Konsistenz 
ist talgartig. Die Schichtbildungen und die radiadren Strahlen 
sind makroskopiseh nicht so deutlich erkennbar, da die Farbe der 
ganzen Fiche homogen ist. Die Farbe der Oberfliche riihrt zwar 
von Gallenfarbstoffablagerungen her, aber diese Schicht ist sehr 
diinn und gleicht diinnem Papier. LEinige soleher Pigmentschich- 
{efkommen auch im Innern der Steine vor, aber sie sind ebenfalls 
sehr diinn und erscheinen als unregelmissige ringformige Linien. 

Bei der mikroskopischen Untersuchung sieht man ausser den 
schon makroskopisch erkennbaren Schichten auch die radiar ange- 
ordneten, nadelformigen Krystalle und die Lamellenbildung. 
Diese Krystalle sind aber manchmal nur schwer von Choleste- 
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rinkrystallen zu unterscheiden. (Abb. 2.) 

Im Rontgenbild zeigen sich relativ starke Schatten, die innere 
Struktur ist jedoch nicht sehr deutlich zu erkennen. (Abb. 1.) 

Das spezifische Gewicht betragt 1.039-1.066. 

Chemische Zusammensetzung: Die Alkoholextraktion unter- 
scheidet sich von der anderer Gruppen; der zunachst gewonnene 
Alkoholextrakt betragt namlich nur 6.5-29.0%. Wenn man den 
Riickstand mit 20%igem HCl behandelt, unter niedriger Tempera- 
tur troeknet und dann wiederum mit Alkohol extrahiert, so lost 
er sich zum grossten Teil auf. Die Gesamtsumme der beiden 
Alkoholextrakte steht in Tabelle IX, ihr Prozentsatz betragt 85.7- 


TABELLE IX, 


Fettsiurekalksteine. (%) 


Nr. 19 Nr. 20 Nr. 21 

Alkoholextrakt 85.70 86.60 §9.90 
Gesamte Gallensaure 0.20 0.44 0.37 
Cholsiure 0.10 0.24. 0.16 
Desoxycholsaure 0.10 0.20 0.21 
Cholesterin 4,10 14.30 11.80 
Fettsdiure \ 81.10 69.80 76.00 
Lecithin , : 0.10 0.70 0.80 
Gallenfarbstoff 2.06 4.40 2.70 
HCl-Extrakt 12.00 8.20 6.20 
Ca 6.60 4.70 5.30 

Fe 0.15 0.06 0.03 
COz _ _ _ 

Cu ote = - 
P20; + - + 

Mn = - _ 

Cr — _ + 
Mg ms - od 

Na “4 4p a 

K = + + 
Riickstand 0.82 0.80 1.20 
Spezifisches Gewicht 1.049 1.039 1.066 
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89.9%. An Fettsaure sind 69.8-81.1% enthalten; sie bildet den 
Hauptbestandteil deiser Steine. Der Schmelzpunkt der Fettsdiure 
liegt bei ca. 60°C ; ihre Krystalle sind gelblich und gleichen Biindeln 
von feinen Nadeln, sind also Palmitinsiure. Wie das Bilirubin 
in den Bilirubinkalksteinen, so ist auch diese Fettsiure mit Ca 
verbunden. Da 2 Molekiile Fettséure mit einem Molekiil Ca ver- 
bunden sind; verhalt sich das Gewicht der beiden zueinander wie 
13:1. Tabelle IX zeigt, dass das wirkliche Verhaltnis mit dem 
eben genannten theoretischen Verhaltnis tibereinstimmt. 

Der Cholesteringehalt ist sehr gering, nimlich nur 4.1-14.3%, 
der Lecithingehalt 0.1-0.8%. An Gallensdure ist in jedem Falle 
nur sehr wenig vorhanden, namlich nur 0.2-0.44%. Ebenso betragt 
der Prozentsatz des Gallenfarbstoffs nur 2.06-4.4%. Der Chole- 
sterin-, Gallensdéure- und Gallenfarbstoffgehalt steht im umgekehr- 
ten Verhadltnis zum Fetisduregehalt. An anorganischen Sub- 
stanzen sind 6.2-12.0% vorhanden; davon nimmt Ca den grossten 
Teil ein. Die Ca-Menge verhalt sich proportional zum Fettsdure- 
gehalt. Fe, Na und K kénnen immer nachgewiesen werden. Aus- 


TABELLE X, 


Fettsiurekalksteine; in Kern und Rinde getrennt. (%) 


Nr. 19 Nr. 20 

Kern Rinde Kern Rinde 
Alkoholextrakt 87.30 84.40 91.10 83.30 
Gesamte Gallenséure 0.27 0.14 0.49 0.41 
Cholsaiure 0.11 1.09 0.26 0.23 
Desoxycholsiure 0.16 0.05 0.23 0.18 
Cholesterin 0.90 ee sri) 1.40 23.60 
Fettsiiure | 84.70 78.40 86:90 57.20 
Lecithin 0.11 0.09 1.00 0.48 
Gallenfarbstoff 0) 3.60 0.50 7.30 
HCl-Extrakt 12.70 11.60 8.40 8.00 
Ca 7.60 6.20 6.00 3.90 
Fe 0.18 0.13 0.06 0.06 

CO: — _ — — 
Riickstand 0 0.57 0 1.40 
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serdem sind manchmal auch Cu, P2O;, Cr und Mg vorhanden, 
dagegen nicht CO». Der Riickstand ist sehr gering. 

Die Unterschiede zwischen dem Kernteile und der Rinde zeigt 
Tabelle X. Der Alkoholextrakt, und besonders die Fettsaure ist 
mehr im Kernteil, das Cholesterin dagegen mehr in der Rinde 
enthalten. Der Gallensiuregehalt des Kernteiles ist ziemlich gross. 
Gallenfarbstoff ist im Kernteile fast gar nicht vorhanden, um so 
mehr jedoch anorganische Substanzen, besonders Ca. Rutckstande 
hinterlasst der Kernteil nicht, da er eine Zusammensetzung hat, 
die der der reinen Fettsiurekalksteine anndhernd gleich ist. 


V. Kombinationssteine und reine Cholesterinsteine. 


Die Kombinationssteine entstehen dadurch, dass nach der 
Entstehung irgendeines Steines eine auffallende Veranderung in 
der Beschaffenheit der umgebenden Galle eintritt und dann um 
den schon bestehenden Stein sich eine Schale aus anderen Steinar- 
ten bildet. Die Kombinationssteine bestehen also mindestens aus 
mehr als zwei Steinarten. Meist sind die Kerne reine Choleste- 
rinsteine, und die Schalen Cholesterinpigmentkalksteine. 

Nach Aschoff bildet sich in der Gallenblase gewohnlich nur 
ein reiner Cholesterinstein, ohne eine Entziindung als Ursache zu 
haben. Reine Cholesterinsteine werden deshalb auch  solitadre 
Steine genannt. In Japan kommen sie selten vor. Sie bestehen 
aus fast reinen Cholesterinkrystallen. Ihre Form ist kugelig; ihre 
Oberfiache ist glatt und granuliert und sieht maulbeerartig aus. 
Ihre Farbe ist grauweiss oder gelblichgriin, und ohne Glanz und 
Facetten. 

Die Schnittflache weist eine regelmassige radidre Anordnung 
von silberweissen Cholesterinkrystallen auf. Der Rand _ jedes 
Krystallbiindels stimmt mit der Granula der Oberflaiche iiberein. 
(Abb. 2.) 

Unter den operativ entfernten Gallensteinen sind jedoch reine 
Cholesterinsteine im wahren Sinne des Wortes nicht zu finden. 
Ihre adussere Gestalt ahnelt beim ersten Anblick zwar der reiner 
Cholesterinsteine, betrachtet man aber ihre Schnittflache, so weisen 
sie am Rande meist sehr diinne Schichten auf, welche durch 
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Pigment- und Kalkablagerungen entstanden sind. Derartige Steine 
sind schon Kombinationssteine und kénnen nicht als reine Choleste- 
rinsteine bezeichnet werden. In der Statistik unserer Klinik, 
welche alle Steine dieser Art als Kombinationssteine ansieht, betragt 
ihr Prozentsatz 6.4%. 

Reine Cholesterinsteine werfen réntgenologisch keine Schatten. 
Aber da die meisten Steine, wie oben erwihnt, diinne Rinden haben 
und CaCO, enthalten, so zeigen sich in dem Rontgenbild an der 
Oberflache der Steine punktfOrmige starke Schatten. Bei den 
dickschaligen Kombinationssteinen kann man die Kerne deutlich 
unterscheiden, da der Resorptionswert der Schalen ziemlich gross 
ist. (Abb. 1.) 

Das spezifische Gewicht der reinen Cholesterinsteine betragt 
1.032-1.037. 


TABELLE XI. 


Kombinationssteine; in Kern und Schale getrennt. (%) 


Nr. 22 Nr. 23 
Kern Schale Kern Schale 
Alkoholextrakt 100.00 74.70 100.00 79.50 
Gesamte Gallensadure Spur 0.35 Spur 1.84 
Cholsiure 0 0.10 Spur 0.51 
Desoxycholsiure Spur 0.25 Spur . 1,33 
Gekupp. Gallensiiure a Sf Ve 0.92 
Yholesterin 98.10 71.80 98.80 74.40 
Fettsiure 1.30 1.40 1.00 1.40 
Lecithin 0.36 0.56 0.11 0.38 
Gallenfarbstoff 0 1.70 0 7.50 
HCl-Extrakt 0 22.70 0 8.70 
Ca 0 10.00 0 2.20 
Fe 0 0.02 0 0.01 
CO: ra tit = th 
Riickstand 0 0.80 0 4,20 
Spezifisches Gewicht 1.032 ILe2 1.037 1.076 
gS Oe eat Leesa Reine Cholesterinsteine. 


Schale..... Cholesterinpigmentkalksteine, 
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Chemische Zusammensetzung: Da die Kernsteine mit der 
Messerspitze leicht von den Schalensteinen getrennt werden kénnen, 
hat der Verfasser beide fiir sich allein analysiert; Tabelle XI zeigt 
das Ergebnis. Die Kernsteine sind alle alkoholloslich und besitzen 
keinen Farbstoff und keine anorganischen Substanzen; sie bestehen 
fast ganz aus Cholesterin, dessen Prozentsatz 98.1-98.8% betragt. 
Ausserdem ist 1.0-1.83% Fettsdure in ihnen enthalten. Der 
Lecithingehalt betragt 0.11-0.36%. Gallensdure ist nur in Spuren 
vorhanden, sodass sie quantitativ nicht bestimmt werden kann. 

Die Schalen der Steine bestehen aus Cholesterinpigment- 
kalksteinen. Der. Prozentsatz des Alkoholextraktes betragt 74.7— 
79.5%, des Cholesterins: 71.8-74.4%, der Fettsaure: 1.4%, des 
Lecithins: 0.388-0.56%. Gallenséiure ist verhaltnismassig viel vor- 
handen, naémlich 0.38-1.87%, an Gallenfarbstoff 1.7-7.5%. Der 
Prozentsatz an anorganischen Substanzen ist ziemlich gross; er 
betragt 8.7-22.7%. Ca und-CO, nehmen davon den grossten Teil 
ein. Die Schalen der Steine sind némlich Cholesterinpigment- 
kalksteine, deren Zusammensetzung der der anorganischen Kalk- 
steine ahnlich ist. 


VI. Anorganische Kalksteine. 


Diese Steine kommen verhaltnismdssig selten vor; nach den 
Beobachtungen in unserer Klinik betragt ihr Prozentsatz nur 3.9%. 

Thre Hauptbestandteile sind Calciumearbonat und Calcium- 
phosphat. Mit Hilfe der Rontgenstrahlen konnen sie auch im 
Lebenden nachgewiesen werden; sie kommen meist in der Gallen- 
blase, und zwar einzeln oder zu mehreren, vor. Ihre Grosse ist. 
die einer Erbse oder Bohne. Ihre Form ist kugelig oder oval, 
bisweilen jedoch mehr platt. Ihre Farbe ist, da sie gewodhnlich 
viel Gallenfarbstoff enthalten, schwarzbraun oder schwarz; hier 
und da sieht man auch weisse oder grauweisse Flecken. Steine, 
die gar keinen Gallenfarbstoff haben, sind selten; sie sehen dann 
weisslich aus. Die Oberflache ist roh und ohne Glanz. Die Kon- 
sistenz ist wenn auch morsch, doch hart. 

Die Schnittflache ist schwarz oder braunlichschwarz und zeigt 
Schichtbildung. Hier und da kann man auch weissliche Kalk- 
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ablagerungen erkennen. Jede Schicht ist roh und hat eine Spalte. 
Die Steine, welche keinen Farbstoff haben, weisen Schichtbildung 
auf; ihre ganze Fliche sieht weisslich aus. 

Roéntgenologisch zeigen sich sehr starke Schatten, an denen 
man die Verteilung des Kalks erkennen kann, (Abb. 1.) 

Das spezifische Gewicht ist verglichen mit dem anderer Stein- 
arten das schwerste; es betragt 1.692-1.773. 

Chemische Zusammensetzung: Wie Tabelle XII zeigt, betragt - 
der Prozentsatz des Alkoholextraktes nur 8.0-11.0%, des Chole- 
sterins: 2.4-3.1%, der Fettsaure: 2.07-3.5%. Hine geringe Menge 
an Lecithin ist ebenfalls vorhanden. 


TABELLE XII. 
Anorganische Kalksteine. (%) 


Nr. 24 Nr. 25 Nr. 26 
Alkoholextrakt 8.00 T00 10.30 
Gesamte Gallensdure 2,14 2.27 + 
Cholsaiure 0.56 0.74 - 
Desoxycholsiure 1.58 1,53 e 
gekupp. Gallensiure 1.28 12 Ve 
Cholesterin 2.40 3.10 + 
Fettsiure 2.07 3.50 we 
Lecithin 0.06 0.28 ye 
Gallenfarbstoff 39.40 31.80 0 
HClExtrakt 42.40 47.40 86.20 
Ca 14.80 16.70 41.40 
Fe 0.15 0.09 0.21 
COz tH, tt tHe 
Cu oA oF _ 
P20s Ht tt aT 
Mn or = 1% 
Cr EP tr + 
Mg “f “P of 
Na He ete + 
K + + + 
Rickstand 10,20 9.50 38.50 
Spezifisches Gewicht 1.773 1.692 vA 
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Der Gehalt an Gallensiure ist verhaltnismassig gross, er 
betragt namlich 2.14-2.27%. Dabei ist mehr Desoxycholsaure vor- 
handen als Cholsdure. Der Gehalt an gekuppelter Sdure ist fast 
der gleiche wie der an ungekuppelter. Bei Nr. 26 war der Ver- 
fasser wegen der geringen Menge des zur Analyse zur Verfugung 
stehenden Steinpulvers ausserstande, die Gallensiure und die 
Lipoide quantitativ zu bestimmen. An Gallenfarbstoff sind 
gewohnlich 31.8-39.4% enthalten; in Nr. 26 jedoch liess sich tiber- 
haupt keiner nachweisen. 

Die Hauptbestandteile der anorganischen Kalksteine sind 
anorganische Substanzen; ihr Prozentsatz betraigt 42.4-86.2%. 
Unter ihnen- nimmt Ca 1/3-1/2 ein. Die iibrigen grdsseren 
Bestandteile sind P20; und COs, die beide mit Ca verbunden vor- 
kommen. Ausserdem sind Fe, Cu, Mn, Mg, Na und K nachweisbar. 
Der Riickstand ist ziemlich gross. 


DISKUSSION. 


Aus den oben erwéhnten Ergebnissen geht hervor, dass die 
verschiedenen Steingruppen in ihren chemischen Zusammen- 
setzungen bestimmte Unterschiede aufweisen. Die Durchschnitts- 
werte jeder Gruppe zeigt Tabelle XIII. Der Alkoholextrakt ist 
bei reinen Cholesterinsteinen (bei den Kernen der Kombinations- 
steine), den Cholesterinpigmentkalksteinen und den Fettsaurekalk- 
steinen sehr gross, bei den Bilirubinkalksteinen und den parasitéren 
Steinen verhdltnismassig gering, und bei den anorganischen Kalk- 
steinen sehr gering. Das Cholesterin bildet bei den reinen Chole- 
sterinsteinen und Cholesterinpigmentkalksteinen den Hauptbestand- 
teil, bei den anderen Steinarten ist dagegen sein prozentualer 
Anteil viel geringer. 

Der Fettsauregehalt schwankt bei jeder Steinart auffallend; 
in den Steinen, deren Hauptbestandteil Cholesterin ist, und den 
anorganischen Kalksteinen ist er nur sehr gering; aber in den 
Bilirubinkalksteinen und parasita’ren Steinen, welche bei den 
Japanern haufig vorkommen, ist er verhiltnismaéssig gross, sodass 
er dem Cholesteringehalt fast gleich kommt. Bei den Fettsiure- 
kalksteinen bildet die Fettsiure den Hauptbestandteil. Bei den 
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TABELLE XIII. 
Durchschnitt. 

R.Ch.s. |Ch.p.k.s.| B.k.s. | Par.S. | Fs.k.s. | Kalks 
Alkoholextrakt 100.00 | 95.92 40.50 30.40 87.40 9.76 

Gesamte Gallensiure Spur 0.48 1.85 3.16 0.34 OR 
Cholséiure Spur 0.19 0.79 1.25 0.17 0.65 
Desoxycholsiure Spur 0.29 1.06 1,94) 0.17 1.55 
Gekupp. Gallensiiure VA vA 0.39 0.86 Me 1.20 
Cholesterin 98.50 89.42 19.54 10.30 10.07 2.75 
Fettsiure 1.15 4.56 17.59 14.50 75.63 2.78 
Lecithin 0.24 0.80 0.42 0.21 0.40 0.17 
Gallenfarbstoff 0 1.39 45.53 54.93 3.03 23.70 
HCl-Extrakt 0 2.66 9.78 8.46 8.80 58.60 
Ca 0 0.81 | 3.30 | 3.86 | 5.65 | 24.30 
Fe 0 0.03 Ve 048% | OAL) p> p.08R 4" heits 

CO: = =e = = == tr 

Cu = + ae ste ee 

P20; = eis as 45 ate sit 

Mn — = = ate ae 

Cr — = ste sae as ++ 

Mg = ae fe - is =i 

Na = -- = + ai i 

K = 35 sisas am + Se 
Riickstand 0 0 4.19 6.18 0.77 7.94 
Spezifisches Gewicht 1.034 1.047 1.205 1.185 1.051 1.732 


R.Ch.s.=Reine Cholesterinsteine. 


B.k.s. = Bilirubinkalksteine. 
Fs.k.s. = Fettsiurekalksteine. 


Par.S.=Parasitiire Steine. 


Kalks.= Anorganische Kalksteine. 


Ch.p.k.s. = Cholesterinpigmentkalksteine. 


friiheren Untersuchungen wurde die Fettsiure als Komponente der 
Steine zu wenig beriicksichtigt; aus den obigen Ergebnissen geht 
aber klar hervor, dass sie bei der Steinbildung ein ebenso wichtiger 


Faktor wie das Cholesterin ist. 


Die Fettsiure kommt im allge- 


meinen als freie Saure vor, in den Fettsiurekalksteinen jedoch als 


Calciumsalz, vornehmlich als Palmitinsaure. 


Der Lecithingehalt ist im allgemeinen wie nachgewiesen sehr 
gering, das lisst vermuten, dass in den Gallen, welche die Steine 
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bilden, das Lecithin sich auffallend vermindert hat. 

' Der Gallensiuregehalt der verschiedenen Gallensteinarten war 
bisher durehaus noch unklar. Der Verfasser hat ihn mit Hilfe 
der Abeschen Mikrobestimmungsmethode der Chol- und Desoxy- 
cholsiure klar gestellt. Je nach den Arten der Gallensteine ist 
der Gehalt an Gallenséiure verschieden. In den Steinen, deren 
Hauptbestandteil das Cholesterin oder die Fettsiure bildet, wie 
in den reinen Cholesterinsteinen, Cholesterinpigmentkalksteinen 
und Fettsiurekalksteinen, ist er sehr gering, in denen, deren 
Hauptbestandteile Gallenfarbstoff und Ca sind, wie in den Bili- 
rubinkalksteinen, parasitiren Steinen und anorganischen Kalk- 
steinen, dagegen bei weitem grdsser. Diese Tatsache — lisst 
vermuten, dass sich bei der Entstehung der beiden genannten 
Steingruppen die Gallensiure verschieden verhalt. Stets ist mehr 
Desoxycholsaure als Cholséure vorhanden, und zwar ist der 
erossere Teil davon ungekuppelte Gallensiure. Diese Tatsache 
stimmt mit der Veranderung der Gallenséure iiberein, die Abe in 
der Galle einer Cholelithiasis beobachtet hat, und ist deshalb sehr 
interessant. 

In dem Kernteile ist stets eine gréssere Menge Gallensdure, 
zumal gekuppelter Gallenséure vorhanden als in der Rinde. Sieht 
man von den Kombinationssteinen ab, so lasst sich aus dieser 
Tatsache schliessen, dass nach der Entstehung der Steine die 
Gallensiure in der Galle nach und nach abnimmt. 

Der Gallenfarbstoff fehlt in reinen Cholesterinsteinen; in 
Cholesterinpigmentkalksteinen und Fettsiurekalksteinen ist er nur 
in geringem Masse enthalten; in Bilirubinkalksteinen und para- 
sitiren Steinen dagegen bildet er den Hauptbestandteil. An- 
organische Kalksteine enthalten ihn im allgemeinen in ziemlicher 
Menge, zuweilen aber auch gar nicht. 

Anorganische Substanzen fehlen in reinen Cholesterinsteinen ; 
in Cholesterinpigmentkalksteinen sind sie in geringer, in Bilirubin- 
kalksteinen, parasitiren Steinen und Fettséiurekalksteinen in ver- 
naltnismassig grosser Menge enthalten, in anorganischen Kalk- 
steinen bilden sie den Hauptbestandteil. Davon nimmt Ca den 
erdssten Teil ein; es ist mit Bilirubin, CO. oder Fettsiure ver- 
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bunden. Fe lasst sich in fast allen Fallen nachweisen. Ausserdem 
sind auch Cu, Mn, Cr, P20;, Mg, Na, K und CO: nachweisbar. 
Eine vollstindige qualitative Analyse dieser anorganischen Sub- 
stanzen konnte der Verfasser nicht durechfiihren, da das dazu zur 
Verfiigung stehende Material zu gering war. Es kénnten also 
ausser den eben erwahnten Metallen auch noch andere vorhanden 
sein. In anorganischen Kalksteinen sind besonders COg und P20; 
enthalten. 

Der Riickstand ist bei den Steinen gering, deren Hauptbestand- 
teil das Cholesterin oder die Fettsiure ist, aber verhdltnismissig 
gross bei denen, deren Hauptbestandteile Bilirubin und Ca sind. 

Das spezifische Gewicht der reinen Cholesterinsteine, Chole- 
sterinpigmentkalksteine und Fettsiurekalksteine ist etwas schwerer 
als das des Wassers. Bei Bilirubinkalksteinen und parasitiren 
Steinen betrigt es etwa 1.2, bei anorganischen Kalksteinen, die am 
schwersten sind, etwa 1.7. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Gallensteine jeder Art sind in Hinsicht auf ihren Gehalt 
an Cholesterin, Fettsiure, Lecithin, Gallensiure, Gallenfarbstoff 
und anorganischen Substanzen untersucht worden. 

2. Steine, welche fettsaures Calcium als Hauptbestandteil 
besitzen, sind in drei Fallen gefunden worden. Der Verfasser hat 
ihnen den Namen “Fettsiurekalksteine”’ gegeben. Diese Steine 
haben nicht nur eine eingentiimliche chemische Zusammensetzung, 
sondern auch eine eigentiimliche formale Beschaffenheit. 

3. Alle Gallensteine haben eine bestimmte chemische Zusam-— 
mensetzung, die ihrem makroskopischen, mikroskopischen und 
rontgenologischen Befunde entspricht. 

4. Der Gallensiurengehalt ist bei der Steingruppe, deren 
Hauptbestandteil das Cholesterin oder die Fettséiure ist, gering, 
bei der aber, welche hauptsichlich aus Gallenfarbstoff und Ca 
besteht, sehr gross. Die Gallensiure weist im allgemeinen mehr 
Desoxycholsaéure als Cholsiure auf und besteht meist aus ungekup- 
pelter Gallensaure. 

5. Der Fettsiuregehalt ist bei cholesterinreichen Steinen 


292, M. Nishimura. 


gering, bei Bilirubinkalksteinen und parasitéren Steinen, welche 
bei Japanern haufig vorkommen, jedoch verhaltnismassig gross. 
Die Fettsiure ist hauptsaichlich Palmitinséure, und kommt, 
abgesehen von den Fettséurekalksteinen, nur als freie Saure vor. 

6. Der Lecithingehalt ist im allgemeinen sehr gering. 

7. Chemische Zusammensetzung der Kernteile und der Rinde 
ist voneinander etwas verschieden. Besonders an Gallenséure ist 
in den Kernteilen stets mehr enthalten als in den Rinden. 

8. In den operativ entfernten Steinen sind echte reine Chole- 
sterinsteine nicht zu finden, jene zeigen mehr oder weniger den 
Zustand der Kombinationssteine. 

9. Das spezifische Gewicht ist um so geringer, je grésser der 
Alkoholextrakt ist. 


Zum Schluss ist es dem Verfasser eine angenehme Pfilicht, 
Herrn Prof. Dr. K. Kodama und Herrn Prof. Dr. H. Akaiwa 
fiir die freundliche Leitung bei dieser Arbeit, die zahlreichen 
Anregungen und die vielfach gewahrte Unterstiitzung und die 
giitige Durchsicht des Manuskriptes seinen herzlichen Dank 
anzusprechen. 
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Abbildung 2. 


Mikroskopische Bilder der Gallensteine. 
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Abbildung 3. 


Fettsiurekalksteine. 
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UBER DIE KONSTITUTIONSFRAGE DES 
ANTINEURITISCHEN VITAMINS. 


Von 


KATASHI MAKINO. 
(Aus der Inneren Abteilung des Dairen-Hospitels, Dairen, 


Stidmandschurei.) 


(Eingegangen am 17. Juni 1938) 


In der Zeitschrift f. physiologischen Chemie Bd. 253, S. 81 
(1938) schrieb Herr Horlein das Folgende:. 
“Dass Herr Imai zu Beginn des Jahres 1936 ausschliesslich an die 


4- bzw. 6-Stellung des Pyrimidinkerns als Haftstelle der Methylgruppe gedacht 
hat, i 


Diese Angabe ist nicht richtig, aus nachstehenden Griinden: 

Die in der Tokyo Iji Shinshi Nr. 2969 stehende kurze Publika- 
tion und die in der Nisshin Igaku Bd. 25. S. 1507 erschienene 
Publikation sind fast zu gleicher Zeit geschrieben worden. Am 
Ende der letzten Zeile des in der Nisshin Igaku stehenden Artikels, 
S. 1518, Abschnitt V befinden sich niémlich Ziffern. “11.1.21.”, 
welche das dem Verlag zugeschickte Datum bedeuten und zwar den 
21. Januar der elften Schowa-Periode d.h. den 21. Januar 1936. 
Herr Watanabe (Nisshin Igaku) bestatigt, dass die Arbeit von 
Imai sicher in Januar 1936 bei ihm eingesandt wurde. Diesbeziig- 
lich schrief Dr. Imai Herrn Prof. Horlein unter dem 19. Oktober 
1936 wie folgt : 

“Please look up my article, which was mailed to the Publication office on 
Jan, 21, 1936.” 

Bei der Arbeit von Nisshin Igaku handelt es sich nur um eine 
“Ausserst verspatete Verdffentlichung, die nur auf redaktionelle 
Griinde bei dem Verlag zuriickzufiihren ist. 

Der anhingende Satz, der kurz auf die Resultate von Imai, 
Williams, Grewe, Andersag und Westphal hinweisst, ist als 
Anhang ganz nebensichlich zugesetzt. (Am Aufang dieses Satzes 
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befindet sich ein Wort “Fuki”, d.h. eine Zusatzschrift.) 

Hierbei handelt es sich durchaus nicht um unsere Haupt- 
publikation. Da schon geraume Zeit verging, ohne dass unser 
Hauptsatz in Druck erschien, so schickten wir, da inzwischen (Im 
August desselben Jahres) die Arbeiten von Williams und Grewe 
erschienen, die kurze Beschreibung von Resultaten von diesen 
Autoren dem Verlag, um es eventuell als einen Anhang unserem 
' Hauptsatz hinzufiigen zu lassen. Dieser Anhang ist Ende August 
dem Verlag zugeschickt worden und das Heft ist im September 
erschienen, in welchem schon der nachgeschickte Anhang auch 
gestanden hat. 

Wenn unser Hauptsatz erst gegen Ende August dem Verlag 
von Nisshin Igaku zugeschickt worden sein sollte, so miisste er 
aus reduktischen Griinden durchaus nicht im Sephember, sondern 
friihestens Ende desselben Jahres (1936) oder viel mehr erst im 
Februar oder Marz 1937 heraus gekommen sein. 

Weil der Verlag Tokyo Iji Shinshi nach seiner Higenart eine 
ktirzere Arbeit. ohne weiteres zum Druck zu bringen pflegt, so 
wurde eine Arbeit dem Tokyo Iji Shinshi zugesandt, wahrend wir 
eigentlich beabsichtigten, die andere an den Verlag “Nisshin Igaku” 
gerichtete mit ausftihrlichen Erlauterungen zu versehen. Und die 
beiden Aufsaitze wurden fast zu gleicher Zeit niedergeschrieben, 

wie oben erwahnt. 

: Nachdem wir die kiirzere Literatur dem Tokyo Iji Shinshi 
zugeschickt hatten, lasen wir verschiedene Literaturen iiber 
Vitamin B, und erforschten die Formaldehydazotest tiefer; dabei 
haben wir aus der Tatsache, dass der durch Sulfitspaltung 
gewonnene Pyrimidinteil keine Diazoreaktion gibt, den Umstand 
gemerkt, dass die von uns an die Tokyo Iji Shinshi Abschnitt IV 
eebrachte Uberlegung nicht mehr haltbar ist. Nun haben wir nach 
weitrer Uberlegung die in der “Nisshin Igaku” Band 25. S. 1517, 
Abschnitt IV stehende Annahme gewonnen. Bei einer fliichtigen 
Durchsicht lasst sich verstehen, dass reiflichere Uberlegungen an der 
Diazoreaktion angestellt worden seien als bei dem Fall in der Tokyo 
Tji Shinshi. 

Und in der Nisshin Igaku, Hauptsatz, Abschnitt V steht sehr 
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deutlich, das “die Stellung der Methylgruppe des Pyrimidinkerns 
entweder Czy oder Cy, sei.” Dieser unser Hauptsatz war wirklich, 
wie oben erwihnt, schon Anfang 1936 bei der Schriftleitung des 
Verlags “Nisshin Igaku” eingetroffen. Unsere Uberlegung an der 
Stellung der Methylgruppe, das sie entweder Cy oder Cy, sein miisse, 
war demnach unbestritten bei uns friher geschehen, als wir die 
Grewe’s Literatur zusehen bekommen haben. 

Ausserdem haben wir betreffs des Diaminopyrimidins von 
Windaus in derselben Literatur, Absehnitt 11, zwei Formeln 
nebeneinander gezeigt, bei denen die Stellung der Methylgruppe 
des Pyrimidins entweder C2 oder Cy, sei. 

Dr. T. Imai schrieb auf das von Herrn Horlein betreffs der 
Peter’s Reaktion an Dr. T. Imai gerichtete Schreiben, wie folgt: 


“T am, however, now thinking that IV of my article needs some revision.” 


Bei dieser Erorterung handelt es sich nur um das Wesen der 
Diazoreaktion, gar nicht um die Stellung der Methylgruppe. Seiner- 
zeit war uns bereits das Wesen der Diazoreaktion von B,; durch 
die Arbeit von E. R. Buchmann (J. of Amer. Chem. Soe., Bd. 
58, S. 1808, 1936) gut bekannt. Wir legten dabei kein Gewicht 
auf die Stellung der Methylgruppe. 


° 
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UBER DEN LIPOIDFAKTOR BEI DER 
BLUTGERINNUNG. 


VON 


TADAO KUROSAWA, 


(Aus dem Mediz.-Chemischen Institut der Keio-Universitat, Tokyo. 
Vorstand: Prof. Y. Sueyoshi.) 


(Eingegangen am 17, Juni 1938) 


I. Enuerrune. 


Morawitz (1905) hat nachgewiesen, dass der Kochsalzex- 
trakt des tierischen Gewebes eine Substanz enthalt, welche die 
Blutgerinnung aktiviert und hat diese Substanz als Thrombo- 
kinase bezeichnet. Seitdem wurde die chemische Natur dieser Sub- 
stanz von Zahlreichen Autoren erforscht. Nach den Untersu- 
chungen von McLean (1916, 1917), Gratia und Levene (1922) 
und Kuwashima(1923) ist diese Substanz das Kephalin. Bordet 
(1920) und Howell (1910, 1911, 1912) behaupteten, dass diese 
aktive Substanz. ein Kephalin-Eiweiss-Komplex sei. Neuerdings 
haben A. Fischer und Hecht (1934) angegeben, dass die aktive 
Substanz zwar der Lipoid-Eiweiss-Komplex sei, dass sich aber die 
aktivierende Wirkung nach und nach abschwachen liesse, falls man 
den Lipoidteil, némlich Kephalin isoliert und weiter reinigt. Somit 
kamen sie zu der Annahme, dass das Lipoid der aktivierenden 
Substanz nicht das Kephalin selbst sei, jedoch blieb ihnen das 
Wesen desselben eine terra incognita. 

Wie oben erwiahnt, sind beziiglich der Frage, ob das Lipoid, 
welches an der aktivierenden Wirkung der Blutgerinnung sich 
beteiligt, nichts anders als Kephalin sei oder nicht, noch weitere 
Untersuchungen notwendig. Um einer Lésung dieser Frage naher 
zu kommen, habe ich die vorliegende Untersuchung vorgenommen, 
um einerseits das Wesen dieser Substanz aufzuklaren, anderseits 
die Ursache, warum die Resultate der Autoren miteinander nicht 
libereinstimmen, zu verfolgen. 
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IJ. ExpreriIMEntTELLER TEIL. 


A. Versuchsmodus und Material. 


Die im Verlauf der Arbeit durchgefiihrten Gerinnungsversuche 
wurden .in Reagenzglisern ausgefiihrt, die in einem Wasser- 
thermostaten (38°) standen, und dabei wurde aus Kaninchenblut 
dargestelltes Oxalatplasma verwendet. 


B. Versuchsergebmsse. 
Versuch 1. 


In erster Linie zermahlte ich Lungenstiicke des Rindes und 
trocknete den auf einer Glasplatte in diinner Schicht ausgebreiteten 
Brei um ein Pulver des Lungengewebes herzustellen. 1g dieses 
Pulvers wurde mit 20cecm physiologischer Kochsalzlosung extra- 
hiert, und die aktivierende-Wirkung des Extraktes auf die Blut- 
gerinnung wurde gesichert. Dann wurde 1g dieses Pulvers mit 
50cem Benzol extrahiert (Lipoidteil), der Extrakt wurde ab- 
gedampf. Die auf diese Weise gewonnene benzolldsliche Substanz 
wurde mit 10ccm physiologischer Kochsalzlosung geschiittelt, um 
die Emulsion herzustellen. Anderseits wird der Extraktrest 
(Hiweissteil) d.h. die benzolunlésliche Substanz ebenso mit 10 cem 
physiologischer Kochsalzlésung geschiittelt und die Emulsion her- 
gestellt. Die, die Blutgerinnung aktivierende, Wirkung der zwei 
Emulsionen und des Gemisches derselben wurde gepriift; die 
Ergebnisse werden in Tabelle I angegeben. 


TABELLE I, 
Mischung. Gerinn, Z. 

0.5 cem Plasma +0.125 eem Extrakt+ 0.125 eem NaCl 

+0.1 ecem CaCls SOM 
0.5-cem ‘Plasma +0.25 eem NaCl+0.1 cem CaCls 6’.30” 
0.5 com Plasma + 0.125 cem Lipoid + 0.125 eem NaCl 

+0.1 cem CaCl Dao 
0.5 cem Plasma+ 0.125 cem Hiw.-+- 0.125 eem NaCl 

+0.1 eem CaCle 9’.00 
0.5 eem Plasma+0.125 ecm Lipoid + 0.125 eem Hiw. 


+ 0.1 ccm CaCl. 55” 
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Aus den Ergebnissen in Tabelle I ersieht man, dass die benzol- 
lésliche Substanz, d. h. der Lipoidteil zwar die Gerinnung aktiviert, 
dass jedoch die Wirkung schwach ist. Wenn man aber dem Lipoid- 
teil die benzolunlésliche Substanz, némlich den Eiweissteil zufiigt, 
so stellt das Gemisch eine stark aktivierende Wirkung wie der 
Kochsalzextrakt selbst dar. Somit wurde in den folgenden Experi- 
menten die Priifung der die Gerinnung aktivierenden Wirkung 
der Lipoidsubstanz jedesmal mittels des Gemisches dieser Substanz 
und des Benzolextraktsrestes der Gewebe d.h. des Hiweissteils aus- 
gefiihrt. Ich habe weiter den Lipoidteil, wie folgt, mit gewéhn- 
licher Methode in Kephalin und Lezithin geschieden; zuerst lasst 
man das Benzol abdampfen, dann reinigt man die benzolldsliche 
Substanz mit Azeton. Diese wurde darauf in Ather gelést und 
im Hisschrank iiber Nacht stehen gelassen. Darauf wurde die 
ungeloste Substanz entfernt und nach Abdampfung des Athers 
wurden mit absolutem Alkohol die lésliche und unlosliche Substanz 
voneinander isoliert; die erstere ergab das Lezithin, die letztere 
das Kephalin. Die, die Gerinnung aktivierende, Wirkung wurde 
bei diesen beiden Substanzen gepriift und festgestellt, dass sie bei 
der Anwendung des Kephalins viel starker als bei der des Lezithins 
zustande kommt. Aus obigen Ergebnissen geht hervor, dass die, 
die Gerinnung aktivierende Wirkung beim Gemisch von Lipoid und 
Eiweiss der Gewebe stark ist, und dass das Lipoid nichts anders 
als das Kephalin ist. Diese Ergebnisse stimmen mit denen von 
Mills (1921) iiberein. p 

Weiterhin habe ich folgende Verfahren durechgefiihrt, um 
moglichst reines Kephalin herzustellen. In erster Linie wurde das 
in kleine Stiicke zerschnittene Lungengewebe des Rindes mit Azeton 
behandelt, und das enthaltende Fett und Wasser entfernt, darauf 
wurde es getrocknet, um Pulver davon zu gewinnen. Dieses wurde 
dann mit Ather extrahiert; der Extrakt wurde kondensiert. Fiigt 
man dem Extrakt eine fiinffache Menge von Azeton hinzu, so 
treten Niederschlige auf, welche dann durch Ather in ‘kleiner 
Menge aufgelést werden. Dazu wurde wieder eine fiinffache Menge 
von Azeton hinzugefiigt, um ebenfalls den Niederschlag herzu- 
stellen. Der Niederschlag wurde ebenso in einer kleinen Menge 
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von Ather aufgelést und iiber Nacht im Eisschrank stehen gelassen ; 
der dabei abgesonderte Niederschlag wurde entfernt. Dieser 
Atherlosung wurde dann eine fiinffache Menge von Absolutalkohol 
hinzugeftigt und der dadurech gewonnene Niederschlag in einer 
kleinen Menge von Ather aufgelést und im Eisschrank stehen 
gelassen. Nachdem man den abgesonderten Niederschlag entfernt 
hatte, fiigte man eine fiinffache Menge von Absolutalkohol hinzu, 
um den Niederschlag entstehen zu lassen. Diese oben erwabnte 
Manipulation wurde fiinfmal wiederholt. Bei der auf diese Weise 
erhaltenen Atherlésung des Kephalins wurde die Menge des 
Gesamtstickstoffs und des Aminostickstoffs gemessen, wobei sich 
ergab, dass, wenn die Menge des Gesamtstickstoffs sich auf 0.20 mg 
belauft, die des Aminostickstoffs 0.19 mg betragt. Ftir die Messung 
des Gesamtstickstoffes wurde die Azotometrie nach Iwasaki, 
Ohtsuki und Nakajima (1937) und fiir die des Aminostick- 
stoffes die Nakajima’sche Methode(1932) angewandt. Aus obigen 
Ergebnissen geht hervor, dass das isolierte Kephalin ein reines 
_ Kephalin ist. Priift man mit diesem Kephalin die, die Blut- 
gerinnung aktivierende Wirkung, so kommt eine intensiv positive 
Reaktion zutage. : 


Versuche 2. 


Die gleiche Menge von Lungen- Herz- und Muskelgewebe des 
Kaninchens wurde in kleine Stiicke zermahlen, dann mit der 
dreifachen Menge physiologischer Kochsalzlosung extrahiert. Dem 
Extrakt wurde die zehnfache Menge Alkohol-Ather (2 Teil Alkohol 
+1 Teil Ather) hinzugefiigt, um das Lipoid zu extrahieren. Der 
Lipoidextrakt wurde abgedampft und das dadureh gewonnene 
Lipoid in Petrolather aufgelost. Dem auf diese Weise isolierten 
Lipoid wurde Lungeneiweiss, welehes man durch oben erwihntes 
Verfahren hergestellt hatte, beigemengt, worauf dann die, die 
Blutgerinnung aktivierende Wirkung bei diesem Gemisch gepriift 
wurde. Fir die Prifung wurde eine dem 0.1 cem Kochsalzextrakt 
entsprechende Menge des Lipoides benutzt. Anderseits wurde der 
Aminostickstoff bei der den 100 cem Kochsalzextrakt entsprechen- 
den Menge des Lipoides gemessen. Die dabei gewonnenen Resultate 
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ersieht man aus Tabelle IT. ¥ 
TABELLE II. 
Material ge Gerinn, Z. 
Lunge * 19) 3720" 
Herz 0.2 3’.00 
Muskel 0.3 5’.00 
norm. Plasma — 16’.00 


Nach Tabelle II ist der Amino-N-Gehalt des Herzlipoides viel 
kleiner als der des Lungenlipoides, doch ist die aktivierende 
Wirkung bei beiden Lipoiden kaum verschieden. Also kann man 
sagen, dass der Amino-N-Gehalt und die, die Blutgerinnung 
aktivierende Wirkung des Gewebelipoides miteinander nicht 
parallel gehen. 

Dieser Aminostickstoff des Gewebelipoides gehért dem 
Kephalin an, somit kann man aus obigem Resultate den Schluss 
ziehen, dass der Kephalingehalt und die, die Blutgerinnung 
aktivierende Wirkung nicht immer Hand in Hand gehen. Unter 
den Kephalinen gibt es wahrscheinlch ein speziales Kephalin mit 
spezifischen HKigenschaften, welches besonders die, die Blutgerin- 
nung aktivierende Wirkung deutlich darstellen kann. Meines 
Erachtens enthalt das Kephalin des Herzmuskels solch speziales 
Kephalin besonders reichlich. Auf Grund obiger Resultate habe 
ich daraufhin fiir die Experimente ausschliesslich die Lipoid- 
substanz benutzt, welche aus dem Herzmuskel isoliert wurde. 


Versuch 8. 


80g Herzpulver des Rindes wurde mit Ather extrahiert; der 
Extrakt wurde abgedampt und darauf mit Azeton soweit gereinigt, 
bis er nahezu farblos wurde. Dann wurde er wieder in Ather 
aufgelést und tiber Nacht im Hisschrank stehen gelassen ; nachdem 
man die unlisliche Substanz entfernt hatte, wurde der Ather 
abgedampft. Dem Riickstand ftigte man Alkohol um 100 ecem zu, 
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und die lésliche Portion (Lezithinfraktion) und die unldsliche 
wurden getrennt, welche letzere in 100 ccm Ather aufgelést wurde 
(Kephalinfraktion). Die Lezithinfraktion wurde dann tiber Nacht 
im Hisschrank stehen gelassen; die dabei abgesonderte Substanz 
léste man in 100cem Ather auf (X-Fraktion). 

- Mittels der 10 ccm der, den oben. erwahnten drei Fraktionen 
entsprechenden, Substanz und des Hiweissteils wurde die, die 
'Gerinnung aktivierende Wirkung gepriift und die gewonnenen 
Resultate in Tabelle III niedergelegt. 


TABELLE III. 


Material Gerinn. Z. 
Kephalinfraktion 7’ 00 
Lecithinfraktion 9’ 00 
X-Fraktion 32307 
norm. Plasma 25’.00 


Nach Tabelle III ist die, die Gerinnung aktivierende Wirkung 
bei der Kephalinfraktion viel starker als bei der Lezithinfraktion, 
doch ist sie bei der X-Fraktion noch viel intensiver als bei den 
beiden genannten Fraktionen. Durch dieses Ergebnis kam ich zu 
der Gewissheit, dass die Substanz, welche sich von der Alkohol- 
losung durch Abkiihlung absondern lasst, die starkste aktivierende 
Wirkung besitzt. Aus diesem Grunde habe ich weiter die Beschaf- 
fenheiten dieser Substanz erforsecht und konnte zu dem Ergebnis 
kommen, dass diese Substanz in Ather, Benzol und Chloroform 
loslich und in kaltem Azeton und Alkohol (bei 10°C) schwer 
loshceh ist, wahrend*sie dagegen im warmen Azeton und Alkohol 
(bei 40°C) Idslich ist. Diese Substanz ging in Lezithinfraktion 
aufgelost tiber, weil sich dort ein anderes Lipoid wie Lezithin vor- 
fand. Ist diese Substanz aber erst einmal aus der Lésung ab- 
geschieden, so erweist sie sich als schwer léslich, Sie ist héchst- 
wahrscheinlich eine dem Kephalin zuzurechnende Substanz, welche 
in Alkohol relativ leicht léslich ist. 

Dann habe ich die Lezithinfraktion von 0°C bis —30°C stufen- 
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weise abgekiihlt und bei den jedesmal abgeschiedenen Nieder- 
schlagen und bei dem Filtrat, ‘welches bei Abktihlung bis —30°C 
dureh Entfernen des Niederschlags hergestellt wurde, die, die 
Gerinnung aktivierende Wirkune gepriift; die Ergebnisse sind in 
Tabelle IV angegeben. 


TABELLE LV. 


Material Gerinn. Z. 
0° 4.30” 
—10° 4’.30” 
—20° 5’.00 
—30° 4’.00 
Filtrat 16’.00 
norm. Plasma 20’,00 


Aus dieser Tabelle erkennt man, dass die Niederschlige bei 
verschiedenen Abkiihlungsgraden wie —30°C, 0°C usw. alle die, 
die Gerinnung aktivierende Wirkung besitzen. Bei Anwendung 
der Substanz, welche bei Abktihlung bis —30°C in das die Nieder- 
schlage entfernte Filtrat tibergeht, fallt die, die Gerinnung 
aktivierende Wirkung positiv aus. Daraus konnte ich ersehen, 
dass die, die Gerinnung aktivierende Substanz durch Abkitihlung 
nicht total gefallt werden kann. 


Versuch 4. 


Bei der Substanz, welche durch Abkihlung bis —30°C aus 
der oben genannten Lezithinfraktion gefallt wurde, habe ich dann 
die Menge von Stickstoff und Phosphor gemegsen ; dabei ergab sich: 
N=0.09 mg, P=0.18 mg; N:P=1,1:1. Der Phosphor wurde nach 
Naitoscher Methode (1928) gemessen. 

Ich habe weiter die Niederschlige, welche bei Abkiihlung der 
Lezithinfraktion von O0°C bis auf —20°C abgesondert wurden, 
angesammelt und im warmen Alkohol aufgelést. Diese Loésung 
wurde dann bis auf 1/3 der Menge kondensiert, durch Abktihlung 
auf 0°C gefallt, und die dabei abgesonderten Niederschlige wurden 
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wieder angesammelt. Nachdem man dieses Verfahren fiinfmal 
wiederholt hatte, wurde die Menge’ des gesamten Stickstoffes und 
die des Aminostickstoffes gemessen ; die Ergebnisse waren folgende: 
Gesamt-N 2.0 mg, Amino-N 1.9 mg, was bestatigt, dass die Menge 
des gesamten Stickstoffes mit derselben des Amino-Stickstoffes 
nahezu tibereinstimmt. 

Obige Resultate ergaben, dass die X-Substanz das Phosphatid 
ist und zwar nicht anderes als das Kephalin. 

Bei dieser analysierten Substanz wurde die, die Gerinnung 
aktivierende Wirkung’ gepriift und _  festgestellt, dass _ die 
aktivierende Wirkung, wie in Tabelle V gezeigt, sehr stark ist. 


TABELLE VY. 
Gemisch Gerinn. Z. 

0.5 cem Plasma+ 0.4 cem NaCl+0.1 cem CaCle 16’.00 
0.5 cem Plasma+0.2 cem, Kephalin+ 0.2 cem NaCl 

+01 cem CaCle 3.00 
0.5 cem Plasma + 0.2 eem Herzeiweiss + 0.2 cem NaCl 

+01 cem CaCle 11’.00 
0.5 ccm Plasma+0.2 cem Kephalin+0.2 eem Herzeiweiss 

+01 eem CaCle V5" 


Aus den obigen Ergebnissen konnte ich erkennen dass die, die 
Blutgerinnung aktivierende Substanz im Gewebe ein Komplex von 
Kephalin und Hiweiss ist und das betreffende Kephalin ein in 
Alkohol relativ leicht losliches Kephalin vertritt. 


Versuch 5. 


Wie bereits oben hetont, ist die, die Blutgerinnung aktivierende 
Substanz aus dem in Alkohol relativ leicht léslichen Kephalin 
zusammengesetzt. Dass zwar das Kephalin, welches sich mittels 
gewohnlicher Methode aus Alkohollésung fallen lasst, eine die 
Gerinnung aktivierende Wirkung entfalten kann, obwohl viel 
schwacher als bei dem in Alkohol relativ leicht léslichen Kephalin 
selbst, ist aus den Ergebnissen der Experimente mittels Kephalin- 
fraktion, wie in Tabelle III und VII angegeben, klar. Um aber 
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die Frage zu entscheiden, ob das in Alkohol relativ leicht losliche 
Kephalin dem oben genannten gewohnlichen Kephalin beigemengt 
ist oder nicht, wurde folgendes Experiment vorgenommen. Mittels 
der gleichen Methode wie beim Versuche 3 wurde die Kephalin- 
fraktion hergestellt. Nach der Priifung der die Gerinnung 
aktivierenden Wirkung wurde dieser Kephalinsubstanz Alkohol 
bei 30° hinzugefiigt, um die lésliche und unldsliche Portion zu 
trennen. Infolge der Priifung der die Gerinnung aktivierenden 
Wirkung dieser zwei Portionen erkannte ich, dass die, die Gerin- 
nung aktivierende Substanz dabei in die lésliche Portion tibergeht, 
so dass bei der unléslichen Portion die betreffende Wirkung sich 
abschwicht (Tabelle VI). 


TABELLE VI. 


Material Gerinn. Z. 
Kephalinfraktion 5’.00 
Losliche Subst. BESO" 
Unlésliche Subst. Seale 
Norm. Plasma 15’.00 


Aus obigen Resultaten geht hervor, dass die Loslichkeit des 
Kephalins in Alkohol bei der Reinigung desselben auf die Resultate 
der Priifung der die Gerinnung aktivierende Wirkung grosse Ein- 
fliisse ausiibt. Dies ist auch der Fall bei Anwendung des Azetons 
fiir die Reinigung. Wie oben gesagt, ist die X-Substanz in 
warmem Azeton léslich; deshalb kann das wirksame Kephalin auch 
bei der Reinigung mit Azeton, falls die Temperatur eine gewisse 
Grenze iiberschreitet, in dieses iibergehen, ,wie folgende Tabelle 
zeigt. Man stellt mit obiger Methode die Kephalinfraktion her, 
welcher man darauf bei 40°C Azeton zufiigt, um die lésliche von 
der unléslichen Portion zu trennen. Die lésliche Portion lasst man 
iiber Nacht im Hisschrank stehen und trennt darauf den Nieder- 
schlag und den klaren Oberschichtteil ab. Bei jedem Teil wurde 
die, die Blutgerinnung aktivierende Wirkung gepriift; die Re- 
sultate ersieht man aus Tabelle VII. 
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TABELLE VII. 


Material Gerinn. Z. 
Kephalin fraktion 11’.00 
Léstich. Fallung 4’.30” 
Teil Obere Fliissig. 5’.30” 
Unlés. Teil 13’.00 
Norm. Plasma 257.00 


Aus den Resultaten in Tabelle VII geht hervor, dass man bei 
der Reinigung des Kephalins mit Azeton fiir die Priifung der die 
Blutgerinnung aktivierenden Wirkung desselben, dhnlich wie bei 
der Reinigung mit Alkohol, ebenso auch die Loslichkeit des 
Kephalins im Azeton beriicksichtigen muss. 


III. DisKusston. 


Nach meinen eigenen Untersuchungen ist der im Gewebs- 
extrakt enthaltene Aktivator der Blutgerinnung vom Komplex des 
in Alkohol relativ leicht léslichen Kephalins und des Hiweisses 
vertreten. Fischer u. Hecht (1934) hatten gefunden, dass die 
aktivierende Wirkung des von der aktiven Substanz des Gewebes 
isoherten Kephalins parallel mit den wiederholten Reinigungen 
desselben mit Alkohol absinkt, was meines Erachtens auf das Ent- 
fernen des in Alkohol relativ leicht loslichen Kephalins durch die 
Reinigung mit Alkohol zuriickzufiihren ist. Nach der Beendigung 
der vorliegenden Untersuchung habe ich Berichte von Chargoff, 
Bancroft und Stanley-Brown (1936) tiber das Lipoid in der 
die Blutgerinnung aktivierenden Substanz der Blutplattchen er- 
halten. Nach ihrem Ergebnisse ist das aktive Lipoid nichts 
anderes als das Kephalin und bei der Reinigung des Kephalins 
sinkt die aktivierende Wirkung. Die Ursache fiir dieses Ergebnis 
mag meiner Ansicht nach auch auf das Entfernen des in Alkohol 
leicht loslichen Kephalins bei der Reinigung zuriickzufiihren sein. 
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ScHLUSS. 


1. Die die Blutgerinnung aktivierende Substanz im Gewebe 
ist der Kephalin-Eiweiss-Komplex. 

2. Unter den die Blutgerinnung aktivierenden Kephalinen 
ist das in Alkohol relativ leicht lésliche Kephalin am wirksamsten. 

3. Die Tatsache, dass bei der Reinigung des Kephalins mit 
Alkohol die die Blutgerinnung aktiverende Wirkung des Kephalins 
absinkt, ist dem Entfernen des Kephalins, welches eine besonders 
stark aktivierende Wirkung besitzt, durch Alkohol zu zuschreiben. 

Zum Schluss spreche ich Herrn Prof. Y. Sueyoshi meinen 
herzlichen Dank fiir seine Anleitung aus. 
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kidney and spleen. 
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It is universally believed that urea is a main end-product of 
the protein metabolism in mammals and that it is formed from 
amino acids which are constituents of protein, but the question 
of the chemical process by which the urea is formed in the organism 
remains still open. As is well known, arginine, one of the amino 
acids, is split into ornithine and urea by arginase, but it is con- 
sidered that the amount of the urea which is formed directly from 
the arginine is about 10% of the total amount of urea. Lately, 
however, Krebs and Henseleit(1932) have expressed the opinion 
on the basis of their experiments with rat liver, that the arginase 
plays an important réle in the urea formation not only from 
arginine, but also from amino acids in general. This relation.is 
shown in the following formulas. 


Ornithine + NH3 + CO. > Citrulline + H,O 
Citrulline + NH; — Arginine + H,O 
Arginine + H,O —> Ornithine + Urea 


Arginine is first split into urea and ornithine by arginase. The 


* This article was reported at the thirty-fifth annual meeting of the 
Japanese Society of Internal Medicine (held at Kyoto, Japan, April 2-4, 1938). 
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ornithine combines with CO2 and NH3, which are formed from 
amino acids, to form citrulline. The citrulline combines with NHs, 
which is formed in the organism, to form arginine. The arginine 
is again split into urea and ornithine. By repetition of this process 
carbonic acid and ammonia are transformed into urea. According 
to their theory, the arginase plays a far more important réle in 
urea formation in the organism than was hitherto considered. 

In 1924 Kageura found that the glycogenetic function of 
the liver is considerably lowered by a protein-fat diet. A similar 
observation was made also with fasting animals by Ikejiri (1932). 
Tsutsui (1936) observed that the uricolytie action of the liver is 
remarkably increased by a protein-fat diet, but lowered by fasting. 
According to Sendju(1937), oxymethyl furfurol, when introduced 
into the animal body, is oxydized mainly by the liver to form 
oxymethyl pyromucic acid, but this function of the liver is more 
or less markedly lowered by a protein-fat diet or by fasting. Con- 
sidering the results of these authors, it is supposed that the action 
of arginase in the organism will be influenced by a protein-fat 
diet or by fasting, but there exists no experimental research on 
this point. So I have investigated the influence of a protein-fat 
diet and fasting upon the action of arginase in the liver and 
kidney. ‘The action of arginase in the spleen was also investigated, 
because the arginase appears in the spleen in some pathologie con- 
ditions (Fujiwara 1925). 


Mernops. 


Full-grown, healthy, masculine dogs were employed as experi- 
mental animals, because the arginase in the organism shows a 
sexual variation (Hdlbacher 1925). The arginase was deter- 
mined by a modification of the Edlbacher method. In the ease 
of the liver, 1.0-1.5 gm. of it was finely ground, diluted to 100 eec.— 
150 ce. and centrifuged for 20 minutes. lee. of the liquid thus 
obtained was mixed with 2 cc. water, 2.5 ec. glyeocoll NaOH buffer 
solution, 2 cc. of 2,5% arginine carbonate solution, and was placed 
in an incubator at 38°C for an hour. Then the amount of urea 
in the mixture was determined by the xanthydrol method and 
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from the amount of urea the amount of ammonia was calculated to 
determine the arginine value according to the table of Edlbacher 
and Réthler (1925). In the case of the kidney and spleen, 10- 
15 g of these organs were used, because it was considered that the 
arginase value in them would be much smaller than in the liver. 


I. On the influence of a protein-fat diet and of fasting 
upon the action of arginase in the liver. 


In these experiments the influence of a protein-fat diet and of 
fasting upon the action of arginase in the liver was investigated. 
As a normal mixed diet 5e¢m. of beef, 1gm. of lard, 80gm. of 
boiled rice (per kilogramme, per day) and as a protein-fat diet 
9 gm. of beef, 6 gm. of lard (per kilogramme, per day) were given. 
One group of dogs was fed for 3-5 days with the normal mixed 
diet ; another group cf dogs was fed for 7-10 days with the protein- 
fat diet. Both groups of dogs were killed by air-embolism one day 
after the last meal in order to investigate the action of arginase 
in the liver, kidney and spleen. 


Results. 


The results are shown in Table 1. Im all the instances the 
individual variation was very large. In the cases of a normal 
mixed diet, the values for arginase in the liver ranged from 2858 
units to 6035 units, the average value being 4698 units. In the 
eases of a protein-fat diet the values for arginase in the liver 
ranged from 3080 units to 8067 units, the average value being 5130 
units. This average value is nearly equal to that obtained in the 
cases of a normal mixed diet. This result indicates that the action 
of arginase in the liver is not markedly influenced by a protein-fat 
diet. In the cases of fasting the values for arginase in the liver 
ranged from 5800 units to 8207 units, the average value being 
7360 units. The average value here obtained is much larger than 
that obtained in the cases of a normal mixed diet. This result 
indicates that the action of arginase in the liver is increased by 
fasting. 
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TABLE I, 
Showing the effect of various kinds of nutrition upon the action of 
arginase in the liver. 


No B.W xe Duration of a 
Date Cee on) Condition ee ma ee ea 
10/V 16 138, Mix. diet 3 345 5633 
11/V 28 10,1 » 2 594. 4267 
14/V 36 11,5 ” 2 487 2858 
16/V 46 11,3 ” 4 435 6035 
(average) 4698 
26/V 56 7,8 P.F. diet 9 314 3333 
11/VI 66 11,4 ” iit 457 3367 
LW /AWSE 73 Tes ” 12 295 3080 
25/VI1I 86 11,4 ” 8 450 8067 
25/V1 TS 8,9 ” 8 350 7800 
(average) 5130 
29/V1I 96 9,0 Fasting 18 330 6873 
29/V1I 103 8,0 ” 18 L 340 8207 
29/V1 116 13,0 ” i 825 5800 
4/VII 126 8,5 ” 23 420 6000 | 
(average) 7360 


B.W.=Body Weight. 


II. On the influence of a protein-fat diet and of fasting 
upon the action of arginase mm the kidney and spleen. 


In these experiments the influence of a protein-fat diet and of 
fasting upon the action of arginase in the kidney and spleen was 
investigated. 


Results. 


The results are shown in Table II. In all the instances the 
individual variation is very large. In the cases of a normal mixed 
diet, the values for arginase in the kidney ranged from 12,0 units 
to 39,6 units, the average value being 26,3 units. In the eases of 
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TABLE II, 
Showing the effect of various kinds of nutrition upon the action 
of arginase in the kidney and spleen. 


Duration Kidney Spleen 
Date pie [es Condition = ostined weight jarginase| weight |arginase 
(day) | (gm.) | (unit) | (gm.) | (unit) 
21/VII | 148 20,0 | Mix. diet 4 47 12,0 45 0 
31/VII | 158 8,7 ” 4 29 23,0 28 0 
8/VIII! 168 9,8 ” 4 19 39,6 24 0 
10/VIILI| 173 7,0 ” 4 17 30,6 28 0 
(average) 26,3 0 
18/VII | 186 8,6 | PL. diet 5 25 2,0 25 0 
25/VIL | 196 9,0 2 5 26 6,2 20 0 
27/VII | 208 8,8 »” 5 24 2,7 46 0 
29/VII | 218 8,5 ” 5 21 42,6 27 0 
(average) 13,4 0 
"10/VII | 228 8,4 | Fasting 4 30 165,0 27 0 
23/VIL | 233 6,4 ” 14 20 180,0 aly? 0 
24/VIIT| 246 at ” 21 18 83,0 18 0 
25/VIII| 256 5,4 ” 21 15 191,0 20 0 
(average) 154,7 0 


a protein-fat diet the values for arginase in the kidney ranged 
form 2,0 units to 42,6 units, the average value being 13,4 units. 
This average value is smaller than that obtained in the cases of 
a normal mixed diet. In the cases of fasting, the values for 
arginase in the kindey ranged from 83,0 units to 191,0 units, the 
average value being 154,7 units. This average value is far larger 
than that obtained in the cases of a normal mixed diet. This 
result indicates that the action of arginase in the kidney is 
markedly increased by fasting. In all the instances no arginase 
was found in the spleen. 


DISCUSSION AND SUMMARY. 


In my present experiments it was shown that the action of 
arginase in the liver and kidney is remarkably increased by fasting. 
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According to Edlbacher and his associates (1933), the action 
of arginase is activated by the S-H body in the organism. If it 
is so, whether the increasing of the action of arginase in the liver 
and kidney in a fasting condition is related to the S-H body in 
the organism is a very interesting problem, the solution of which 
requires further investigation. 

According to Morgulis (1928), the urea content in the blood 
is markedly increased in fasting dogs. This phenomenon is in- 
teresting when compared with the fact that the action of arginase 
in the liver and kidney is distinctly increased in fasting dogs. 

Finally, the results of my present experiments are summarized 
as follows. 

1. The value for arginase in the liver and kidney is not 
markedly influenced by a protein-fat diet. 

2. The value for arginase in the liver and kidney is markedly 
increased by fasting. 

3. In the spleen no arginase is found. 


Ii. Experimental studies on the influence of a carbohydrate 
diet and a protein-fat diet upon the action of 
arginase in a fasting condition. 


In the previous paper I have reported that the action of 
arginase in the liver and kidney is not markedly influenced by a 
protein-fat diet, but is distinctly increased by fasting. 

In 1922 Kageura found by his careful investigations on dogs 
and non-diabetic persons that a protein-fat diet results in lowering 
the assimilative ability for carbohydrate in the organism, but this 
recovers by the addition of carbohydrates to the same protein-fat 
diet. Later observations of a similar nature and significance have 
been ‘made by Lee, Mori (1933), Matsuoka (1935). In 1933 
[kejiri reported that the carbohydrate assimilating faculty is 
lowered in fasting dogs, but is recovered by a mixed diet rich in 
carbohydrate. An analogical phenomenon is observed also in the 
creatine metabolism. In 1907 Cathcart already found that in 
man creatinuria develops during fasting, but is abolished even by 
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a limited diet of starch and cream. Similar observations have 
been made in dogs by Osterberg and Wolf (1907). In a later 
analysis of this situation Cathcart (1909) obtained evidence in- 
dicating that the food constituent which is really active in the 
abolition of fasting creatinuria is carbohydrate, that fat and protein 
are ineffective in this respect, and that fat by itself tends actually 
to merease the creatine output. Mendel and Rose (1911) re- 
investigated the matter with the same result and expressed the 
opinion that carbohydrate is specifically essential to normal creatine 
metabolism, and that it might be related to the oxydation of creatine 
or in its transformation to creatinine. Considering the results of 
these authors it seemed to me to be of great interest to investigate 
the influence of a carbohydrate diet and of a protein-fat diet upon 
the action of arginase in the liver, kidney and spleen in fasting 
condition. So I have performed the following experiments. 


Metrnops. 


As in the previous experiments, full-grown, healthy, masculine 
dogs were employed as experimental animals. One group (A) of 
dogs was first subjected to hunger for 14-21 days and then fed 
with 30¢m. of boiled rice (per kilogramme, per day) for 5 days. 
Another group (B) of dogs was first kept in a state of hunger 
for 14-21 days, and then fed with 9 gm. of beef and 6 gm. of lard 
(per kilogramme, per day) for 5 days. One day after the last 
meal both groups of dogs were killed by air-embolism to investigate 
the action of arginase in the liver and kidney. In each case the 
spleen was also investigated for the action of arginase. The deter- 
mination of arginase was made by the same method as in the 
previous experiments. 


RESULTS. 


The results are shown in Table III and IV, and for convenience 
they are compared with the results obtained in dogs nourished with 
a normal mixed diet in Table V. The values for arginase in the 
liver in group A ranged from 3400 units to 4700 units, the average 
value being 3850 units. This average value is much smaller than 
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TABLE 


III. 


Showing the values for arginase in the cases in which carbohydrate 


diet is given after fasting. 


Liver Kidney Spleen 
Duration ® ® © 
No. B.W. : » Boa = am oe Tie 
Date | Sex | (xem) /*(Gay*| Ge | 2S | ae| S| ae | SS 
Se) PS | 2 | Be | oa) ee 
Abe ee oan Vranas pe ous Uo 
13/III 266 8,0 14 300 | 3800 | 27 12,0 | 18 0 
6/1V 2768 3) 14 320 | 3700} 22 LOO Sk 0 
16/IV 286 7,5 14 320 | 4700 | 21 26,4 | 30 0 
8/V 296 30 21 270 | 3400 18 70,0 35 0 
(average) |* 3850 29,6 0 
TABLE IV, 
Showing the values for arginase in the case in which protein-fat 
diet is given after fasting. 
Liver Kidney Spleen 
Duration ® ® ® 
Date No. BW hae fasting) S2| Ga) SA] 8a| BA] 8a 
Sex | (kgm.) (day) wee | Ae | we | S| Me | Se 
om) PS) 2S) se | Sa] ws 
cane Ge he Ware he ag cae RSS 
18/VI 306 5,4 14 172 | 4300 15 70,0} 24 0 
23/V1 316 5,5 21 250 | 7200 23 180,0|} 48 0 
25/V1I 326 8,0 14 290 | 4200 | 25 60,0} 19 0 
25/1X 333 6,7 14 192 | 4300 21 74,0| 23 0 
(average) 5000 96,0 0 
TABLE V. 
Showing the average values for arginase under various 
dietetic conditions, 
Narre Organ rake ‘ 
Condition iver Kidney 
Mixed diet 4698 (u.) 26,3 (u.) 
Fasting 7360 154,7 
Carb. diet aft. fast. 3850 29,6 
Pr; fat diet aft. fast. 5000 96,0 
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that obtained in fasting dogs and is nearly equal to the average 
value obtained in dogs nourished with a normal mixed diet. The 
values for arginase in the kidney in the same group ranged from 
10,0 units to 70,0 units, the average value being 29,6 units. This 
average value is also far smaller than that obtained in fasting dogs 
and is nearly equal to the average value obtained in dogs nourished 
with a normal mixed diet. The values for arginase in the liver 
in group B ranged form 4200.units to 7200 units, the average value 
being 5000 units. This average value is distinctly smaller than 
that obtained in fasting dogs, but has no remarkable difference 
compared with the average value obtained in dogs nourished with 
a normal mixed diet. The values for arginase in the kidney in 
the same group ranged form 60,0 units to 180,0 units, the average 
value being 96,0 units. This average value is smaller than that 
obtained in fasting dogs, but is far larger than the average value 
obtained in dogs nourished with a normal mixed diet. The results 
obtained indicate that the increasing of the action of arginase in 
the liver and kidney in a fasting condition returns to a normal 
state much better by a carbohydrate diet than by a protein-fat 
diet. In all the instances arginase was not found in the spleen. 


DiIscuUSsION AND SUMMARY. 


In my present experiments it was shown-that the action of 
arginase in the liver and kidney, which was abnormally increased 
by fasting, returns to a normal state much better by a carbohydrate 
diet than by a protein-fat diet. According to [kejiri (1932), 
as already mentioned, the disturbance of the carbohydrate meta- 
bolism in a fasting condition is recovered by a mixed diet rich 
in carbohydrate. In this case, from the investigations of Kageura 
(1922), before mentioned, there is no doubt that the food con- 
stituent which is really active in the recovering of the disturbance 
of the carbohydrate metabolism in a fasting condition is the carbo- 
hydrate contained in the mixed diet. My result is very interesting 
in comparison with the investigation of [kejiri on carbohydrate 
metabolism in fasting dogs. 

Finally the results of my present experiments are summarized 
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as follows. 

1. The high value for arginase in the liver in a fasting con- 
dition is lowered to its normal value much better by a carbohydrate 
diet than by a protein-fat diet. 

2. The high value for arginase in the kidney in a fasting 
condition is lowered to its normal value much better by a carbo- 
hydrate diet than by a protein-fat diet. 

3. In the spleen no arginase was found. 


APPENDIX, 


The influence of fasting upon the urea content in the blood 
and its relation to carbohydrate consumption. 


In my experiments it was shown that fasting causes an increase 
in the action of arginase in the liver and kidney, but it returns to 
a normal state by a carbohydrate diet. According to Krebs and 
Henseleit, as already mentioned, the arginase plays a far more 
important role in the urea formation in the organism than was 
hitherto considered. Considering their opinion, it is of great 
interest to investigate the influence of fasting upon the urea content 
in the blood and on its relation to carbohydrate consumption. So 
I have attempted the following experiments. 3 dogs were first fed 
with a normal mixed diet for 5 days, then were kept fasting for 
14 days, and were finally fed with a carbohydrate diet for 5 days. 


TABLE VI. 
; Carbohydrate diet 
ee Mixed diet Hunger (5 days) 
(5 days) (14 days) after hunger 
(14 days) 

No, Sex A if@s| eos) Oo ee! Bios es lee! eS a 
596 10/2} 10,1} 0 | 40,0) 24/2) 7,3 OAS IL//eialh irl 0 | 43,1 
606 12/2)) “5,8: 0 | 47,0) 26/29 33:7 ODEO ES3e moat 04-57 ,1 
616 13/2] 10,8] 0 | 42,5)27/2] 85] 0 | 62,8] 4/3 | 8,4 0 | 42,8 

(average) 0 | 43,1 0 | 56,6 10 | 47,7 
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On the last day in each feeding period the urea content in their 
blood was determined according to the xanthydrol method. The 
blood was investigated also for the action of arginase. The results 
are shown in Table VI. From this table we see that fasting causes 
an increase in the urea content of the blood, but it returns to the 
normal level by carbohydrate consumption; that is, there exists a 
proportional relationship between the urea content in the blood 
and the action of arginase in the liver and kidney. 
In all the instances no arginase was found in the blood. 
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In my previous experiments it was shown that the action of 
arginase in the liver and kidney is remarkably increased in fasting 
condition, but is lowered to a normal degree by the consumption 
of a carbohydrate diet. In my present experiments I have further 
investigated the influence of various poisons upon the action of 
arginase in the liver, kidney and spleen. It is frequently stated 
that the protein metabolism is more or less markedly disturbed by 
various poisonings. I will now briefly review a series of investiga- 
tions of various authors. The formation of urea in the organism 
and its excretion is decreased in phosphorus poisoning (Schultzen 
and Reiss 1869). The amount of ammonia in the urine is 
markedly decreased in dogs poisoned with phosphorus (Engelien 
1887). The ammonia contents in the blood is considerably in- 
creased in phosphorus poisoning (Bang 1916). The urea-N, non- 
protein-N in the blood are increased through phosphorus poisoning 
(Furuya 1928, Asayeda 1935). Similar observations have been 
made also by Sawata (1927). The urea formation in the liver 
is lowered by poisoning with phosphorus, chloroform and carbon 
tetrachloride (Nakatsuka 1930, Setsuda 1936, ete.). The 
amino-acid treating function of the liver is lowered by poisoning 
with phosphorus, chloroform and carbon tetrachloride (Kitamura 
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1937, Koshiba 1933). The protein amount in the blood serum 
is increased in the beginning of toluilenediamine poisoning, but 
is decreased in the further course of the poisoning (Katano 1936). 
The same relation is observed also in phenylhydrazine poisoning 
(Katano 1936). The amount of the total nitrogen in the liver 
is decreased through phloridzine poisoning (Asakawa 1920). 
Considering the results of these authors, it seemed to me to be 
of great interest to investigate the influence of various poisons 
upon the action of arginase in the liver, kidney and spleen. So I 
have undertaken the following experiments. 


MeEtHops. 


Relating to the previous experiments, full-grown, healthy, 
masculine dogs were employed as experimental animals. As poisons 
phosphorus, chloroform, carbon tetrachloride, toluilenediamine, 
phenylhydrazine and phloridzine were used. As additional ex- 
periments, the action of arginase in the liver, kidney and spleen 
in the case of obstructive jaundice was investigated. The method 
of determination of arginase is described in my first report. 


1. Experiments in control animals. 


It was hard to induce poisoned or operated dogs to eat a de- 
finite quantity of food because of anorexia or vomiting; therefore, 
they were not fed (from one day before the administration of the 
poison or the operation) to the time at which the animals were 
killed by air-embolism to investigate the action of arginase in the 
liver, kidney and spleen. This hunger period lasted 3-4 days. 
So I have investigated the influence of 3-4 days fasting upon the 
action of arginase in the liver, kidney and spleen. 

Results. 

The results are shown in Table I. The values for arginase in 
the liver ranged from 5800 units to 8200 units, the average value 
being 6760 units. This average value is distinctly larger than that 
obtained in dogs nourished with a normal mixed diet and is nearly 
équal to the average value obtained in dogs fasting 7-23 days. 
The values for arginase in the kidney ranged from 94,0 units to 
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TABLE I, 
Control investigations. 


ma & ee Liver Kidney Spleen 
Sex |e 8 (28 
Date | No, oo |s Be; S)Weight| Arginase| Weight} Arginase|Weight|Arginase 
SNep= | (em. Cami) (em. jer (unig). | Gem.) | (unit) 

2/XII| 348 8.4 4 350 7200 2d 165,0 27 0 
7/XIT| 356 8,0 | -4 300 6800 20 97,0 >| 16 0 
23/XII| 363 5,6 3 265 8200 29 105,0 23 0 
24/XIT| 3738 6,5 3 257 5800 21 166,0 20 0 
25/XII| 383 6,6 3 329 5800 22 94,0 | 14 0 
(average) 6760 125,4 0 


B.W.=Body Weight. 


166,0 units, the average value being 125,4 units. This average 
value is also distinctly larger than that obtained in dogs nourished 
with a normal mixed diet and is nearly equal to the average value 
obtained in dogs fasting 4-21 days. These results indicate that 
the action of arginase in the liver and kidney is distinctly increased 
simply by starvation of short duration. In all the instances no 
arginase was found in the spleen. 


2. Experiments on dogs poisoned with phosphorus. 


Method. 

After one day fasting 0,0015¢@ phosphorus (per kilogramme, 
per day, in 0,5% olive oil solution) was injected subcutaneously 
for 2 days and one day after the last injection the dogs were killed 
to investigate the action of arginase in the liver, kidney and spleen. 

Results. 

The results are shown in Table II. The values for arginase 
im the liver ranged from 720 units to 4000 units, the average value 
being 1915 units. This average value is much smaller than that 
obtained in control animals. The values for arginase in the kidney 
ranged from 1,2 units to 194,0 units, the average value being 88,3 
units. This average value is smaller than that obtained in-control 
animals. These results indicate that the action of arginase in the 
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TABELLE II. 
Investigations on dogs poisoned with phosphorus. 


Liver Kidney Spleen 
Tate No. } Biw. : PRA SR wea ro 
Sex |(kgm.)| Weight | Arginase| Weight | Arginase| Weight | Arginase 
(gm.) | (unit) | (gm.) | (unit) | (gm.) | (unit) 
9/IX | 393 ee 340 740 22 12850). bee 22 0 
12/IX | 406 10,0 520 1160 26 1,2 30 0 
16/IX| 418 8,2 375 | 4000 25 194,0 23 0 
19/IX| 428 7,0 285 1760 21 30,0 16 0 
(average) 1915 88,3 0 


liver and kidney is lowered by the administration of phosphorus, 
specially in the liver. In all the instances no arginase was found 
in the spleen. 


3. Experiments on dogs poisoned with chloroform. 


Method. 

After one day fasting 0,5 ce. chloroform (per kilogramme, per 
day) was injected subcutaneously for 2 days and one day after 
the last injection the dogs were killed to investigate on the action 
of arginase in the liver, kidney and spleen. 

Results. 

The results are shown in Table III. The values for arginase 


TABELLE III. 
Investigations on dogs poisoned with chloroform. 


Liver Kidney Spleen 
Tate No. | B.W. 
Sex |(kgm.)| Weight | Arginase| Weight | Arginase| Weight | Arginase 
(gm.) | (unit) | (gm.)-| (unit) | (gm.) | (unit) 
19/XI} 4386 lala 456 2740 35 206,8 _ 20 39,6 
27/X1I} 446 8,5 222 5900 26 196,4 10 39,6 
28/X1I} 456 8,4 328 5100 28 306,0 39 6,6 
30/XI| 458 9,5 329 4300 ol 172,4 Si 16,6 
(average) 4510 220,0 25,6 
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in the liver ranged from 2740 units to 5900 units, the average value 
being 4510 units. This average value is distinctly smaller than 
that obtained in control animals. The values for arginase in the 
kidney ranged from 172,4 units to 306 units, the average value 
being 220 units. This average value is larger than that obtained 
in control animals. In all the instances arginase was found also 
in the spleen. The values ranged from 6,6 units to 39,6 units, 
the average value being 25,6 units. 


4. Experiments on dogs poisoned with carbon tetrachloride. 


Method. 

lee. carbon tetrachloride per kilogramme was administered 
by stomach sound and 3 days later the dogs were killed to in- 
vestigate the action of arginase in the liver, kidney and spleen. 

Results. 

The results are shown in Table IV. The values for arginase 
in the liver ranged from 3100 units to 6750 units, the average 


TABLE IV, 
Investigations on dogs poisoned with carbon tetrachloride. 
Liver Kidney Spleen 
Date No, ) BW. 
Sex |(kgm.)| Weight | Arginase| Weight | Arginase| Weight | Arginase 
(gm.) | (unit) (gm.) | (unit) (gm.) | (unit) 
30/K | 476 13,0 247 3300 39 218,0 30 0 
31/X | 483 aA1s5 280 6100 | ~ 28 184,0 24 0 
2/X1I} 496 13,2 280 S100 Pal se 128,0 29 0 
5/XI| 506 13,5 327 GOO No 42 164,0 48 0 
(average) 4812 173.5 0 


value being 4812 units. This average value is distinctly smaller 
than that obtained in control animals. This result indicates that 
the action of arginase in the liver is markedly lowered by the 
administration of carbon tetrachloride. 

The values for arginase in the kidney ranged from 128,0 units 
to 218,0 units, the average value being 173,5 units. This average 
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value is somewhat larger than that obtained in control animals. 
This result indicates that the action of arginase in the kedney is 
increased by the administration of carbon tetrachloride. In all 
the instances no. arginase was found in the spleen. 


5. Experiments on dogs with obstructwe jaundice. 


Method. 

Laparotomy was performed under morphine narcosis and the 
common bileduct was ligatured to produce jaundice. Three days 
later the dogs, the conjunctiva bulbi of which was yellow-coloured, 
were killed to investigate the action of arginase in the liver, 
kidney and spleen. 

Results. 

The results are shown in Table V. The values for arginase 
in the liver ranged from 1737 units to 7700 units, the average 
value being 5221 units. This average value is smaller than that 


TABLE Y. 
Investigations on dogs with obstructive jaundice. 


Liver Kidney Spleen 
Date No. | B.W. 
Sex |(kgm.)} Weight | Arginase| Weight | Arginase| Weight | Arginase 
(gm.) | (unit) (gm.) | (unit) (gm.) | (unit) 

IBV ADS || ules 105 485 6350 26 109,0 95 0) 
10/IX | 528 9,3 294 1734 24 128,0 33 23,2 
1/EXG | o3'S THRs) 383 5100 a) 74,5 28 On 
21/1X | 546 9,5 845 7700 265 10650 30 0 

(average) 5221 104,4 trace _ 


obtained in control animals. The values for arginase in the kidney 
ranged from 74,5 units to 128,0 units, the average value being 104,4 
units. This average value is somewhat smaller than that obtained 
in cotrol animals. These results indicate that the action of arginase 
in the liver and kidney is lowered in obstructive jaundice. In 
dog No. 52 arginase was found also in the spleen. 


On the action of arginase in the organism.—II. 327 


6. Experiments on dogs poisoned with toluilenediamine. 


Method. 

0,05 g toluilenediamine (per kilogramme, in 2,5% solution) 
was injected subcutaneously and 3 days later the dogs were killed 
to investigate the action of arginase in the liver, kidney and spleen. 

Results. 

The results are shown in Table VI. The values for arginase 


TABLE VI. 
Investigations on dogs poisoned with toluilenediamine. 


Liver Kidney Spleen 
Date No. | B.W. 
Sex |(kgm.)| Weight | Arginase| Weight | Arginase| Weight | Arginase 
(gm.) | (unit) (gm.) | (unit) (gm.) | (unit) 

17/IX | 556 6,0 290 2740 20 148,0 ilies 0 
21/IX |} 568 9,8 470 4700 32 206,0 48 0 
24/IX| 573 8,2 410 5050 35 148,0 30 0 
24/IX| 586 ges 310 6400 24 42,0 18 0 

(average) 4722 136,0 0 


in the liver ranged from 2700 units to 6400 units, the average value 
being 4722 units. This average value is distinctly smaller than 
that obtained in control animals. This result indicates that the 
action of arginase in the liver is lowered by the administration of 
toluilenediamine. The values for arginase in the kidney ranged 
from 42,0 units to 206,0 units, the average value being 136,0 units. 
This average value is nearly equal to the average value obtained 
in control animals. This result indicates that the action of arginase 
in the kidney is not influenced by the administration of toluilenedi- 
amine. 
In all the cases no arginase was found in the spleen. 


7. Experiments on dogs poisoned with phenylhydrazine. 


Method. 
. After one day fasting, 0,05¢@ phenylhydrazine hydrochloride 
(per kilogramme, in 5% solution, neutralized with NaOH) was 
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injected subcutaneously and 2 days later the dogs were killed to 
investigate the action of arginase in the liver, kidney and spleen. 
Results. é 
The results are shown in Table VII. The values for arginase 
in the liver ranged from 5050 units to 7200 units, the average value 


TABLE VII, 
Investigations on dogs poisoned with phenylhydrazine, 


Liver Kidney Spleen 
Dat No. | B.W. : : 
a Sex | (kgm.)| Weight | Arginase| Weight | Arginase| Weight | Arginase 

(gm.) | (unit) (gm.) | (unit) (gm.) | (unit) 
28/1X | 598 10,5 384 5050 35 86,0 74 trace 
29/IX | 606 9,5 356 5500 29 68,0 97 trace 
3/X 616 6,0 270 7200 19 199,0 40 trace 
SVD 623 5,8 265 5050 24 172,0 48 trace 
(average) 5672 131,0 trace 


being 5672 units. This result indicates that the action of arginase 
in the liver is lowered by the administration of phenylhydrazine. 
The values for arginase in the kidney ranged from 68,0 units to 
199,0 units, the average value being 131,0 units. This average 
value is nearly equal to that obtained in control animals. This 
result indicates that the action of arginase in the kidney is not 
influenced by the administration of phenylhydrazine. In all the 
cases arginase was found also in the spleen, although only in 
traces. 


8. Hzxperiments on dogs poisoned with phloridzine. 


Method. 

After one day fasting, 0,2 g¢ phloridzine (per kilogramme, dis- 
solved in 2% sodium carbonate solution) was injected subeutane- 
ously and 2 days later the dogs were killed to investigate the action 
of arginase in the liver, kidney and spleen. 

Results. 

The results are shown in Table VIII. The values for arginase 


On the action of arginase in the organism.—IlI. 329 


TaBLe VIII. 
Investigations on dogs poisoned with phloridzine. 


Liver Kidney Spleen 
Dats No. | B.W. SEMaeieeead Ei ak a 
; Sex | (kgm.)| Weight | Arginase|} Weight | Arginase| Weight | Arginase 
(gm.) | (unit) (gm.) | (unit) (gm.) | (unit) 
5/X | 636 6,0 292 7000 24 208,0 24 0 : 
7/X | 648 a0 221 4500 16 128,0 32 0 
10/X | 653 6,7 300 3800 21 74,0 16 0 
12/X | 663 8,0 300 4000 17, 80,0 16 0 
(average) 4825 122,0 0 


in the liver ranged from 3800 units to 7000 units, the average value 
being 4825 units. This average value is distinctly smaller than 
that obtained in control animals. This result indicates that the 
action of arginase in the liver is remarkably lowered by the ad- 
ministration of phloridzine. The values for arginase in the kidney 
ranged from 74 units to 208 units, the average value being 122 
units. This average value is nearly equal to the average value 
obtained in control animals. This result indicates that the action 
of arginase in the kidney is not markedly influenced by the ad- 
ministration of phloridzine. In all the cases no arginase was found 
in the spleen. 


DISCUSSION AND SUMMARY. 


For convenience of the general discussion the results are 
summarized in Table IX. In my present experiment series it was 
shown that in dogs poisoned with phosphorus, chloroform, carbon 
tetrachloride, toluilenediamine, phenylhydrazine, phloridzine the 
action of arginase in the liver is more or less markedly lowered 
compared with control animals. But, as it is shown in Table IX, 
the average values for arginase in the liver, which were ob- 
tained in the poisoned dogs, are nearly equal to the average values 
obtained in dogs nourished with a normal mixed diet, except for 
the case of phosphorus-poisoned dogs. In dogs poisoned with 
phosphorus the average value for arginase in the liver is far smaller 
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TABLE IX. 
Showing the average values for arginase under various conditions. 


Organ ‘ Seah 

Se ae Liver Kidney Spleen 
Mixed diet 4698(u.) 26,3 (u.) 0(u.) 
3-4 days fasting (control) ~ 6760 125,0 0 
Phosphorus poisoning 1915 88,3 0 
Chloroform poisoning 4510. 220,0 25,6 
Carbon tetrachloride poisoning 4812 73:5 0 
Obstructive jaundice 5221 104,4 trace 
Toluilendiamine poisoning , A722 136,0 0 
Phenylhydrazine poisoning 5672 131,0 trace 
Phloridzine poisoning 4825 122,0 0 


than the average value obtained in dogs nourished with a normal 
mixed diet. Although the histological pictures were not parallely 
investigated in my present experiments, there will be no doubt that 
the livers are more or less markedly damaged in the majority of 
cases, according to Miyasaki and Kitsukawas’ experiments, and 
the poisons used in my experiments are generally accepted as liver 
poisons. Hence, from the results above obtained, it can be econ- 
cluded that the action of arginase is lowered in the damaged liver. 

In dogs poisoned with chloroform, phenylhydrazine, or in 
dogs with obstructive jaundice, the action of arginase was found 
also in their spleen. These results are very interesting, if we con- 
sider that arginase is never found in the normal spleen. 

Finally the results of my present experiments are summarized 
as follows. 

1. The value for arginase in the liver and kidney is remark- 
ably increased by 3-4 days fasting. 

2. In poisoning with phosphorus, chloroform, carbon tetra- 
chloride, toluilenediamine, phenylhydrazine, phloridzine, or in ob- 
structive jaundice, the value for arginase in the liver is distinctly 
lowered compared with the control value. 

3. In poisoning with phosphorus, or in obstructive jaundice, 
the value for arginase in the kidney is lowered compared with the 
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TABLE X. 
Experiment with phosphorus. 


Blood urea (mg%) 
No, Sex B.W. Blood arginase 
Before After 
62 ) 6,2 0 fi yeas 78.6 . 
63 3 ADs) 2 0 40.0 48.5 
64 Ko) 8,2 0 45.5 62.0 
(average) 0 47.5 1m 168.0 
TABLE XT, 


Experiment with chloroform. 


Blood urea (mg%) 

No. Sex B.W. Blood arginase 
Before After 
65 3 8,4 0 42.5. ~ 70.0 
66 3 a 0 47.0 67.0 
67 ray fea 0 45.2 63.0 
(average) 0 43.9 66.6 


control value. 

4. In poisoning with toluilenediamine, phenylhydrazine the 
value for arginase in the kidney shows no marked difference com- 
pared with the control value, but the value for chloroform and 
carbon tetrachloride is increased. 

5. In poisoning with chloroform, phenylhydrazine, or in ob- 
structive jaundice, arginase is found also in the spleen. 


The influence of phosphorus and of chloroform upon — 
the urea contents in the blood. 


In the foregoing experiments it was shown that the action of 
arginase in the liver is increased by fasting, and in this case the 
urea contents in the blood is parallelly raised. Considering these 
results, it is of great interest to investigate the influence of phos- 
phorus or chloroform, by which the action of arginase in the liver 
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is lowered, upon the urea contents in the blood. So I have deter- 
mined the urea contents in the blood of hungry dogs poisoned with 
phosphorus or chloroform, under the same conditions as in the 
above experiments. The results are shown in Table X and XI. 
From these tables we see that the urea contents in the-blood is 
distinctly increased by phosphorus or chloroform. This result is 
very interesting when compared with the fact that the action of 
arginase in the liver, which plays an important role in the urea 
formation in the organism, is lowered by phosphorus or chloroform. 
But it is difficult to state the reasons for this difference. In all 
the instances no arginase was found in the blood. 

I wish to acknowledge the encouragement and advice which 
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